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Notre laboratoire a démontré que le récepteur de chimiokine CCR7 joue un rôle majeur dans 
la migration des monocytes en réponse à ses ligands naturels, les chimiokines CCL19 et 
CCL21. Plusieurs études ont permis de mettre en évidence que les monocytes en réponse à des 
infections, des traumatismes ou des maladies neurologiques, migrent vers les tissus en 
inflammation du cerveau par un mécanisme jusqu’à présent inconnu. D’un autre côté, 
l’activation de certains récepteurs TLR (de l’anglais « Toll-like receptors ») par des 
composants bactériens est caractéristique aux infections bactériennes et tient un rôle 
primordial dans la réponse immunitaire. L’objectif principal de ce projet de maîtrise est de 
déterminer si l’activation des TLR bactériens module l’expression de CCR7 chez les 




Pour ce faire, nous avons d’abord développé un modèle in vitro de la BHE à partir de co-
culture d’astrocytes humains et de cellules endothéliales microvasculaires humaines. Les 
résultats de résistance électrique transendothéliale (de l’anglais « Transendothelial Electrical 
Resistance » (TEER)) démontrent que ce modèle est fonctionnel et possède des jonctions 
serrées rendant la BHE imperméable et plus près de la réalité. Des essais de transmigration de 
monocytes démontrent que le modèle de la BHE construite limite le passage des monocytes à 
travers la barrière. Ces résultats laissent supposer que la BHE limite donc le passage des 
monocytes à travers le SNC. Cette imperméabilité aux cellules, propre à la BHE in vivo, rend 
le modèle idéal à des essais chimiotaxiques de transmigration. 
 
 
Par la suite, nos travaux ont permis de déterminer si l’activation de certains TLR par des 
composants provenant de bactéries Gram + et Gram – sont capables de moduler l’expression 
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et la fonctionnalité de CCR7 chez les monocytes. Des PCR quantitatives effectuées avec la 
lignée MONO-MAC-1 ont démontré que l’activation des TLR1/2 et TLR4 promeut 
l’expression de l’ARNm codant pour CCR7. Des essais de cytométrie en flux ont démontré 
que l’activation de TLR1/2 et TLR9 chez la lignée MONO-MAC-1 ainsi que l’activation de 
TLR4 chez les monocytes sanguins augmentait le pourcentage de cellules exprimant CCR7 à 
leur surface. Des essais de migration ont démontré que le récepteur CCR7 était fonctionnel 
puisque la lignée MONO-MAC-1 et les monocytes sanguins traités avec l’agoniste de TLR4 
migraient en plus grand nombre en réponse aux agonistes de CCR7, les chimiokines CCL19 et 
CCL21. Nos travaux ont aussi démontré que le récepteur CCR7 exprimé par les MONO-
MAC-1 et monocytes sanguins avait une plus grande affinité envers CCL19 que CCL21. 
L’activation de TLR4 promeut la migration CCR7 dépendante des MONO-MAC-1 et des 
monocytes sanguins à travers le modèle in vitro d’une barrière hémato-encéphalique en 
réponse à CCL19.  
 
 
Nos résultats suggèrent une implication importante des récepteurs TLR4 dans la migration 
CCR7 dépendante des monocytes à travers la BHE et donc qu’une infection bactérienne ou 
que la présence de LPS dans le sang peut influencer la migration des monocytes au cerveau 
exacerbant ainsi des conditions neurologiques pathologiques. Davantage d’études portant sur 
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1. Les monocytes  
 
 
Les monocytes sont des globules blancs circulants jouant un rôle important dans la réponse 
immunitaire. Ce sont des cellules du système des phagocytes mononuclés mesurant 
approximativement 15 à 25 µm (Ziegler-Heitbrock, 2000). Les monocytes sont produits dans la 
moelle osseuse où ils se différencient à partir des pro-monocytes (monoblastes) pour ensuite se 
retrouver dans la circulation sanguine. Ce sont des cellules qui ne se divisent pas, et après un 
temps de circulation moyen d’environ 24 à 36 h, sont recrutées dans les tissus en inflammation 
(Ellermann-Eriksen et al., 2005 ; Kumar & Jack, 2006). Le temps de demi-vie des monocytes en 
circulation chez l’humain est estimé à trois jours (Whitelaw, 1972). Chez l’humain et la souris, 
les monocytes représentent 5 à 10% de la population des leucocytes circulants (Fogg et al., 
2006). La répartition exacte des monocytes chez l’humain reste un sujet encore peu connu. Par 
contre, chez la souris il a été démontré que parmi les monocytes produits dans la moelle, environ 




Les monocytes ont plusieurs fonctions contribuant à la réponse immunitaire dont les principales 
sont les suivantes : la circulation systémique, la capacité de phagocytose et de destruction du 
pathogène via la production de ROS, de l’anglais « Reactive oxygen species », et l'oxyde nitrique 
(NO), mais surtout leur différenciation en macrophages et cellules dendritiques (CD) (Ziegler- 
Heitbrock, 2000 ; Kumar & Jack, 2006). Dépendamment des signaux perçus aux lieux de 
recrutement, les monocytes se différencieront soit en macrophages résidents ou en cellules 
dendritiques périphériques. Les cellules dendritiques captent les antigènes, migrent vers les 
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organes lymphoïdes secondaires et présentent ces derniers aux lymphocytes T afin de les activer. 
Cette étape est essentielle au déclenchement de la réponse immunitaire adaptative (Trombetta et 
al., 2003 ; Kumar & Jack, 2006). Les macrophages eux, agissent plutôt localement et tiennent un 
rôle aussi bien dans l’immunité innée que dans l’immunité adaptative puisqu’une de leur fonction 
consiste à phagocyter, tuer et digérer les microorganismes pathogènes. Les macrophages 
constituent un réservoir de cellules immunitaires qui présentent des capacités de phagocytose, de 
motilité et d'adhésion (Delamarre et al., 2005). La courte demi-vie des monocytes sanguins 
concorde avec l’hypothèse émise par plusieurs chercheurs selon laquelle un des rôles principaux 
des monocytes est d’effectuer la repopulation en macrophages ou cellules dendritiques afin de 
maintenir une homéostasie (Ziegler- Heitbrock, 2000 ; Kumar & Jack, 2006).  
 
 
1.1 Nomenclature des monocytes sanguins 
 
 
À travers différents travaux, il a été démontré que les monocytes sont de toute évidence une 
population de cellules hétérogènes (Passlick et al., 1989 ; Van de Veerdonk & Netea, 2010). En 
raison des multiples fonctions attribuées aux différents types de monocytes, il a été suggéré que 
les monocytes humains soient catégorisés en différentes sous-populations selon leurs fonctions et 
leurs phénotypes distincts (Kumar & Jack, 2006 ; Passlick et al., 1989). En 1996, Ziegler-
Heitbrock propose de diviser les monocytes humains en deux classes selon l'expression 
différentielle de CD14 (une portion du récepteur des lipopolysaccharides) et de CD16 (un 
récepteur de type Fc (FcγRIII)). L’expression différentielle des récepteurs CD14 et CD16 
représenterait deux propriétés fonctionnelles distinctes des monocytes. Suite à cette 
catégorisation, d’autres études suivirent visant à étudier différents pourcentages des sous-
populations de monocytes exprimant seulement CD14, CD16 ou les deux récepteurs et leur 
implication tant dans le développement de pathologies que le maintien d’une santé 
immunologique. À ce jour, une nomenclature officielle définit les monocytes selon trois sous-
divisions basées sur l’expression des récepteurs CD14 et CD16; les monocytes classiques 
(CD14++CD16_), les monocytes intermédiaires (CD14++CD16+) et les monocytes non 
classiques (CD14+CD16++) (Ziegler-Heitbrock et al., 2000).  
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Les monocytes classiques ont été identifiés il y a près de cent ans par les hématologistes et sont la 
sous-population la plus présente chez l’humain. Les monocytes non classiques, dont la taille est 
légèrement plus petite que les classiques, ont été identifiés il y a plus de 20 ans (Passlick et al., 
1989). Peu d’information est disponible à ce jour concernant les facteurs influençant le passage 
des monocytes classiques à intermédiaires et non classiques, ainsi que les rôles définis de ces 
derniers. Chez une personne en santé, il a été démontré que près de 10% des monocytes circulant 
expriment CD16 (Passlick et al., 1989). De plus, il a été observé que la proportion de sous-
populations de monocytes CD16+ était très élevée dans le cas de patients en condition pro-
inflammatoire et atteint de diverses maladies dont l’athérosclérose (Schlitt et al., 2004; Strauss-
Ayali et al., 2007), l’arthrite rhumatoïde (Baeten et al., 2000), la démence causée par le virus de 
l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) (Pulliam et al., 1997) et le cancer (Saleh et al., 
1995). Plusieurs de ces travaux démontrent aussi la présence d’un plus grand pourcentage de 
monocytes exprimant CD14 et CD16 contrairement à ceux exprimant seulement CD14 chez des 
patients atteints de cancer et septicémie (Strauss-Ayali et al., 2007). Ces résultats soulignent 
l’importance d’étudier le rôle des sous-divisions de monocytes dans le développement de 
pathologies (Fingerle et al., 1993).  
 
 
1.2 Migration des monocytes 
 
 
La migration des monocytes est une des fonctions principales de ces cellules qui contribue à la 
réponse immunitaire de l’hôte. Plusieurs recherches portant sur le rôle des monocytes dans 
l’évolution de maladies ont révélé la multipotence des monocytes dans différents environnements 
inflammatoires. Les rôles multipotents des monocytes modulent la défense antimicrobienne de 
l’hôte mais sont également impliqués dans le développement de plusieurs maladies 
inflammatoires dont l’artériosclérose (Peranzoni et al. 2002 ; Weber et al., 2000). Aussi, les 
monocytes peuvent être recrutés dans les sites tumoraux et inhiber des mécanismes de défense 
immuns spécifiques contre les tumeurs (Palframan et al. 2001). Finalement, les monocytes sont 
également responsables de la répartition systémique de bactéries intracellulaires et de virus, 
facteurs importants contribuant à l’évolution des infections (Krumbholz et al., 2007 ; Williams et 
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al., 2012 ; Boasso & Shearer, 2008 ; Kleinnijenhuis et al., 2011 ; Le Nouen et al., 2011 ; Shi & 
Pamer ; 2011). Ces travaux mettent en évidence l’habilité des monocytes à circuler et à se 
mobiliser dans plusieurs organes tenant ainsi un rôle central tant dans la réponse immune lors 
d’infections et de maladies inflammatoires que dans l’évolution de maladies.  
 
 
Plusieurs mécanismes sont responsables de la migration des monocytes de leur site d’origine, la 
moelle osseuse, jusqu’à un tissu précis. Ces mécanismes régissent une certaine homéostasie dans 
la circulation des monocytes et diffèrent dépendamment si les monocytes patrouillent dans la 
circulation sanguine ou s’ils sont recrutés dans les tissus en inflammation (Geissmann et al., 
2003 ; Palframan et al. 2001). Deux mécanismes permettant la migration des monocytes humains 
sont connus à ce jour : l’expression de molécules d’adhésion et l’expression des récepteurs de 
chimiokines. L’expression de molécules d’adhésion comme les sélectines et les intégrines, 
permet aux monocytes d’interagir avec les cellules endothéliales alors que l’expression des 
récepteurs de chimiokine permet le déplacement des cellules selon un gradient chimiotactique 
(Springer, 1994 ; Shi & Pamer, 2011). Ces deux mécanismes travaillent de concert : les 
molécules d’adhésion permettent tant le déplacement des cellules que leur mobilisation alors que 
les récepteurs chimiotactiques dirigent le déplacement vers un lieu spécifique concentré en 
chimiokines requérant la présence des monocytes (Figure 1).  
 
 
1.2.1 Migration via les molécules d’adhésion 
 
 
Les monocytes peuvent adhérer à différents types de cellules (lymphocytes, cellules 
endothéliales, etc.) mais aussi à des composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, 
collagène et laminine). Les monocytes utilisent cette technique d’adhésion afin d’être en contact 
avec un antigène présenté, produire des molécules pro-inflammatoires, phagocyter de larges 
particules et pour permettre le déplacement chimiotactique des cellules (Patarroyo et al., 1989 ; 




Figure 1 : Processus impliqué dans la migration des monocytes. Le processus d’adhésion et 
de mobilisation des monocytes aux cellules endothéliales se produit via l’interaction de diverses 
molécules d’adhésions intercellulaires exprimées par les deux types cellulaires. Le processus de 
migration implique des récepteurs de chimiokines et leur ligand. Adapté de Förster et al., 2008 
 
 
Plusieurs techniques ont été effectuées afin d’identifier les molécules responsables de l’adhésion 
des leucocytes. Diverses molécules d’adhésion ont été découvertes chez les monocytes, 
principalement les récepteurs transmembranaires intégrines, et celles-ci dépendent des cellules ou 
matrices à laquelle les monocytes vont adhérer. L’adhésion des monocytes aux cellules 
épithéliales est le mécanisme responsable de la migration systémique des monocytes et de leur 
mobilisation à un lieu précis.  
 
 
L’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales est possible grâce à l’interaction entre 
certaines molécules exprimées par les monocytes : la sélectine-L (leucocytaire), VLA-4 (sous-
unité alpha de l’anglais « very late activating antigen-4 ») et l’intégrine- β1 (sous-unité beta), et 
certaines molécules exprimées par les cellules endothéliales : les molécules-1 d’adhésion 
intercellulaire (de l’anglais « intercellular adhesion molecule-1 ») (ICAM-1), ICAM-2, les 





















1), la sélectine-E (endothéliale) et la sélectine-P (plaquettaire) (Khan et al., 1995 ; Marui et al., 
1993 ; Cybulsky & Gimbrone, 1991). L’adhésion primaire et le déplacement par roulement se fait 
via l’interaction entre la sélectine-L des monocytes et une molécule carbohydrate quelconque qui 
dépend du type de cellule endothéliale l’exprimant (Berg et al., 1992) (Figure 1). La mobilisation 
des monocytes aux cellules endothéliales est possible grâce à l’interaction de l’intégrine-β1 avec 
ICAM-1 et principalement avec VCAM-1 et/ou VLA-4 (Kuijpers & Harlan, 1992) (Figure 1).  
 
 
1.2.2 Migration via les récepteurs de chimiokines 
 
 
Les chimiokines sont des cytokines tenant un rôle clé dans la régulation de la migration des 
leucocytes. À ce jour, 18 récepteurs de chimiokines ainsi que plus de 50 chimiokines ont été 
identifiés chez l’humain (Comerford et al., 2013). Certains types de chimiokines sont exprimées 
de façon constitutive afin de contrôler le mouvement cellulaire durant l’homéostasie. Par contre, 
une grande partie des chimiokines spécifiques sont exprimées lors d’infections ou en condition 
inflammatoire (Tacke & Randolph, 2006) et incitent par le fait même le recrutement des 
leucocytes au site où elles sont sécrétées. Parmi les 18 récepteurs de chimiokines identifiés, cinq 
sont impliqués dans la migration des monocytes : CX3CR1, le récepteur de chimiokine de type 
CC (cystéine-cystéine) -2 (CCR2), CCR5, CCR7 et CCR8 (Comerford et al., 2013). L’expression 
de ces récepteurs peut varier selon la sous-population de monocytes qui les expriment ainsi que 
l’environnement dans lequel les cellules se trouvent (Geissmann et al., 2003 ; Shi & Pamer, 
2011). Les récepteurs CCR2 et CX3CR1, sont exprimés chez les trois sous-catégories de 
monocytes (Tableau 1) (Shi & Pamer, 2011 ; Tacke & Randolph, 2006). Le récepteur CCR2, via 
son interaction spécifique avec son ligand CCL2 (de l’anglais « CC-chemokine ligand 2 »), est 
responsable de l’émigration des monocytes à partir de la moelle osseuse et du recrutement de 
monocytes inflammatoires (Imhof & Aurrand-Lions, 2004). Le récepteur CX3CR1 quant à lui, 
agit en réponse à son ligand naturel le CX3CL1 et joue un rôle dans le recrutement des monocytes 
vers les sites spléniques lors d’une infection bactérienne (Ancuta et al., 2003). En 2003, 
Geissmann et al. ont démontré avec une lignée cellulaire monocytaire l’implication de CX3CR1 
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dans la migration de monocytes vers des tissus n’étant pas en condition inflammatoire afin de 
remplacer les macrophages résidents et les cellules dendritiques.   
 
 
Contrairement à CCR2 et CX3CR1, l’expression des autres récepteurs de chimiokines par les 
monocytes dépendent de plusieurs facteurs, dont l’expression de CD14, CD16 mais également de 
CD64 (Geissmann et al., 2003). En effet, l’expression des récepteurs CCR5, CCR7 et CCR8 a été 
associée avec la sous-catégorie de monocytes et à l’expression du récepteur CD64 (de l’anglais « 
Cluster of Differentiation 64 »). CD64 est un récepteur Fc exprimé de façon constitutive chez les 
macrophages et monocytes dont la fonction est de se lier avec des anticorps monomériques de 
type IgG afin de contribuer à l’activation cellulaire (Geissmann et al., 2003). Ainsi, les 
monocytes classiques (CD14+ CD16_) étant CD64+ expriment les récepteurs de chimiokines 
CCR2 et CX3CR1. Les monocytes intermédiaires (CD14+ CD16+) étant CD64+ expriment 
CCR2, CX3CR1, CCR7 et CCR8. Enfin, les monocytes non classiques (CD14low CD16+) étant 
CD64_ expriment peu CCR2, CCR5 et en grande quantité CX3CR1 (Tacke & Randolph, 2006). 
Le récepteur CCR7, présent chez les monocytes intermédiaires, tient un rôle majeur dans la 
migration des monocytes vers les organes lymphoïdes secondaires et contribue grandement à 
l’immunité (Sallusto et al., 1999).  
 
 
2. Le récepteur CCR7 
 
 
Tout comme les autres récepteurs de chimiokines de type C-C, le récepteur CCR7 contient sept 
domaines transmembranaires et la signalisation est médiée par la protéine G hétérotrimérique et 
ses effecteurs dans la voie en aval (Birkenbach et al., 1993 ; Yoshida et al., 1997). Le récepteur 
CCR7 est l’un des récepteurs de chimiokines les plus proéminents dans la réponse immune 
adaptative. Ce récepteur joue un rôle important dans la migration de plusieurs cellules 
immunitaires en réponse à ses ligands naturels, les chimiokines CCL19 et CCL21 (de l’anglais « 
CC-chemokine ligand 19 » et « CC-chemokine ligand 21 ») (Campbell et al., 2001, Saeki et al., 
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1999, Stein et al., 2000, Warnock et al., 2000). Or, le récepteur et ses deux ligands naturels sont 
aussi inductibles lors d’inflammation afin de coordonner la migration des leucocytes entre les 
tissus et organes en périphérie versus la migration vers les tissus lymphatiques (Bromley et al., 
2005 ; Noor et al., 2010). 
 
 
Tableau 1 : Expression des récepteurs de chimiokines selon les caractéristiques 

































Fonctions Phagocytose Pro-inflammatoire Patrouille 
 
 
CCR7 est exprimé de façon homéostatique par plusieurs cellules immunitaires, dont les cellules 
dendritiques matures et semi-matures, les monocytes, les thymocytes durant différents stades de 
leur développement, les lymphocytes B naïfs, lymphocytes T et Treg (Shi & Pamer, 2011 ; Ohl et 
al., 2004 ; Misslitz et al., 2004 ; Reif et al., 2002 ; Sallusto et al., 1999 ; Côté et al., 2009). Le 
récepteur CCR7 est également exprimé par plusieurs cellules non-immunitaires dont les cellules 
endothéliales (Shields et al., 2007) ainsi que par plusieurs cellules cancéreuses (intestinales et 
l’œsophage) (Mashino et al., 2002 ; Takanami, 2003 ; Ding et al., 2003). L’expression de CCR7 
des cellules cancéreuses semble être liée avec le développement d’une métastase des nodules 
lymphatiques (Shields et al., 2007).  
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L’importance de CCR7 dans la réponse immune provient du fait qu’il est essentiel à la migration 
et à la rencontre de plusieurs sous-populations de lymphocytes T avec les cellules dendritiques 
présentatrices d’antigène dans les nodules lymphatiques. Le contact CCR7-dépendant entre les 
lymphocytes T et cellules dendritiques est essentiel pour l’activation de ces cellules, l’induction 
d’une tolérance périphérique et la régulation de la réponse immune via les cellules Treg 
CD4+CD25+ (Forster et al., 2008). CCR7 est également indispensable au développement des 
cellules T et à la sélection négative des cellules T auto-réactives (Forster et al., 2008). Ce 
récepteur tient aussi un rôle important dans la migration des monocytes vers les ganglions et les 
tissus infectés ou en inflammation afin de s’y différencier en cellules effectrices (macrophages ou 
cellules dendritiques). Finalement, Kling et al. (2013) ont démontré que l’absence d’expression 
de CCR7 causait une dérégulation de la migration des monocytes et de l’immunosuppression.  
 
 
2.1 Les ligands de CCR7  
 
 
La majorité des chimiokines connues à ce jour sont synthétisées en grande partie lors de 
condition inflammatoire ou d’infections. Or, d’autres chimiokines, dont CCL19 et CCL21 sont 
produites de façon constante et jouent un rôle capital dans le mouvement cellulaire durant 
l’homéostasie (Rot & Andrian, 2004). Ces deux chimiokines sont sécrétées par une variété de 
cellules stromales dans les organes lymphoïdes primaires et secondaires (Rot & Andrian, 2004). 
CCL21 est sécrétée par les cellules endothéliales lymphatiques des tissus périphériques et par les 
fibroblastes réticulaires présents dans les zones T des ganglions lymphatiques riches en 
lymphocytes T. La chimiokine CCL19 est également produite par les cellules endothéliales de la 
barrière hématoencéphalique (BHE) (Krumbholz et al., 2007) ainsi que par les cellules 
dendritiques après une stimulation par des signaux de danger (Sallusto et al., 1999). Elles forment 
alors un gradient et dirigent ainsi la migration des populations leucocytaires requises vers le tissu 





Malgré le fait que CCL19 et CCL21 soient les seuls ligands capables de lier CCR7, ces 
chimiokines présentent tout de même quelques différences dans leurs structures ainsi que sur la 
voie de signalisation engendrée par l’activation de CCR7. Tout d’abord, CCL21 est composé 
d’une longue chaine C-terminale contrairement à CCL19 qui ne détient pas cette extension. La 
chaine C-terminale de CCL21 contient 32 acides aminés dont 12 résidus basiques permettant une 
liaison de haute affinité à différentes molécules de la matrice extracellulaire dont les 
glycosaminoglycans (GAG) (Yoshida, et al., 1998). Ce type de liaison peut être requis pour une 
présentation efficace de CCL21 par les cellules endothéliales (Yoshida et al., 1998 ; Gunn et al., 
1998 ; Stein et al., 2000) ainsi que d’autres types cellulaires dont les lymphocytes T (Friedman et 
al., 2006). La liaison entre CCR7, son ligand et les GAG exprimés par les cellules endothéliales 
permet la liaison des monocytes aux cellules endothéliales ainsi que le déplacement de ces 
cellules selon le gradient de chimiokines (Figure 1). La chimiokine CCL21 détient dix fois plus 
d’affinité pour le collagène et autre molécule de la matrice extracellulaire que CCL19 (Yang et 
al., 2007). Cela permet à CCL21 de former un gradient de chimiokines beaucoup plus immobile 
que CCL19. Aussi, la structure spécifique de CCL21 est un facteur important dans sa présence et 
la disponibilité de la chimiokine à certains sites plutôt que d’autres. Par exemple, podoplanin, un 
protéoglycane produit par les cellules endothéliales lymphatiques et cellules stromales, lie 
spécifiquement la chaine C-terminal de CCL21 (Kerjaschki, 2006). Ainsi, le nombre de CCL21 
présent et prêt à lier CCR7 peut dépendre du niveau d’expression de podoplanin à un site 
quelconque. Le fait que CCL21 se lie aux matrices extracellulaires promeut l’adhésion cellulaire 
et la migration chimiotactiques des cellules (Schumann et al., 2010). De récents travaux 
démontrent que l’adhésion de CCL21 à la matrice extracellulaire permettrait une adhésion 
cellulaire particulière lors de force de cisaillement, un processus important retrouvé lors 
d’extravasation (Woolf et al., 2007). Or, la chimiokine CCL21 liée à la matrice peut être clivée et 
libérée sous sa forme soluble, ce qui la rend aussi accessible localement et effectrice que CCL19 
(Schumann et al., 2010). 
 
 
Chez la souris, deux isoformes de CCL21 ont été identifiées : CCL21–Leu et CCL21-Ser, 
contenant respectivement une leucine ou sérine à la position 65 (Nakano et al., 2001). Le génome 
humain code seulement pour CCL21-Leu et CCL19 (Nakano et al., 2001). Suite à la liaison à 
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CCR7, les deux chimiokines induisent de façon équivalente l’activation de la protéine G couplée 
au récepteur. Par contre, une différence sera induite dans l’interaction entre les protéines G et le 
récepteur kinase (GRK) (de l’anglais « G-protein-coupled receptor kinase ») menant à une 
implication différente du système β-arrestine (Zidar et al., 2009) dans la phosphorylation de 
CCR7 (DeFea, 2010) (Figure 2). Ainsi, la liaison de CCL19 à CCR7 induit une troisième 
phosphorylation du récepteur contrairement à la liaison CCL21-CCR7 qui en induit que deux 
(Otero et al., 2006). Cette phosphorylation supplémentaire de CCR7 mène à la désensibilisation 
et à l’internalisation de ce dernier via endocytose par des vésicules recouvertes de clathrine 
(Otero et al., 2006 ; Bardi et al., 2001 ; Kohout et al., 2004). Ce processus peut entraîner des 
changements locaux quant à la présence de chimiokines ce qui optimise la réponse immunitaire 
dirigée.   
 
 
L’activation de CCR7 par ses ligands naturels induit les voies de signalisation de la protéine 
kinase, menant à la chimiotaxie, et celle de Rho-coffilin, qui est impliquée dans la vitesse de 
migration des leucocytes (Zidar et al., 2009 ; DeFea, 2010). Encore peu d’informations sont 
connues à ce jour concernant la voie des protéines kinases suite à l’activation du récepteur CCR7. 
La majeure partie des informations quant à cette voie sont une combinaison de celles obtenues 
suite à l’activation des récepteurs CXCR1, CCR2, CCR5, et CXCR4. L’activation de CCR7, tant 
par CCL19 que CCL21, mène à la phosphorylation de ce dernier par GRK6 et au recrutement des 
protéines d'échafaudage β–arrestine (Zidar et al., 2009 ; DeFea, 2010). Suite à la phosphorylation 
de CCR7 et à la formation du complexe CCR7-"-arrestine, les protéines p38 couplées à ERK1/2 
(de l’anglais « Extracellular signal-regulated protein kinase 1 and 2 ») sont activées et puis 
activent la kinase JNK (de l’anglais « c-Jun N-terminal kinases ») (DeFea, 2010) (Figure 2). La 
kinase JNK catalyse des réactions de phosphorylation spécifique menant à la transcription de 
gènes impliqués dans la chimiotaxie (DeFea, 2010 ; Riol-Blanco et al., 2005). 
 
 
Davantage d’informations sont connues sur la voie Rho-coffilin. Suite à la phosphorylation de 
CCR7 par GRK6 et à la formation du complexe CCR7-β–arrestine, la protéine Rho est activée ce 
qui mène également à l’activation de pyk21 et coffilin (Figure 2) (Riol-Blanco et al., 2005 ; 
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Sanchez-Sanchez et al., 2006). Ce dernier est un facteur de liaison à l’actine ubiquitaire requis 
pour la réorganisation des filaments d’actines. Le coffilin module ainsi la vitesse de migration des 





Figure 2 : La voie de signalisation ligand-dépendant de CCR7. L’activation du récepteur 
CCR7 par la chimiokine CCL19 engendre différentes voies de signalisation modulant la 
régulation du récepteur ainsi que la migration des monocytes qui l’expriment. L’activation de 
CCR7 par la chimiokine CCL21 engendre une voie de signalisation modulant seulement la 
chimiotaxie. Adaptée de Noor & Wilson, 2012. 
 
 
Comme il a été mentionné précédemment, l’activation de CCR7 par CCL19 mène à une 
phosphorylation supplémentaire par GRK3 (Noor & Wilson, 2012). La différence dans les motifs 
Vitesse de  









de phosphorylation de CCR7 suivant l’activation par CCL19 ou CCL21, permet de recruter des 
β–arrestines distinctes conduisant, dans le cas de CCL19, à la désensibilisation du récepteur et 
une endocytose clathrine-dépendante, alors que dans le cas de CCL21 le récepteur ne suivra pas 
cette voie de dégradation (Noor & Wilson, 2012 ; Riol-Blanco et al., 2005 ; Sanchez-Sanchez et 
al., 2006). Après l’internalisation de CCR7 dans les endosomes recouverts de clathrine, ce 
dernier est recyclé à la membrane plasmique alors que la chimiokine CCL19 est dégradée par les 
lysosomes.   
 
 
De récentes études ont démontré que CCR7 n’était pas le seul récepteur auquel CCL19 et CCL21 
pouvaient se lier. En effet, ces chimiokines peuvent lier un récepteur atypique nommé CCX-CKR 
(de l’anglais « CC-X-chemokine receptor ») (Sallusto et al., 1998 ; Yoshida et al., 1998). Ce 
dernier est un récepteur de surface contenant sept domaines transmembranaires similaires à 
CCR7. Peu d’informations sont connues sur le rôle de ce récepteur suite à sa liaison à CCL19 et 
CCL21. Par contre, il a été démontré que son activation ne module pas la migration cellulaire et 
plusieurs travaux suggèrent que CCX-CKR est impliqué dans la régulation de CCR7 via la 
disponibilité des chimiokines (Comerford et al., 2013) (Figure 3). Aussi, l’équipe de Van 
Weering (2009) a découvert que CCL21 pouvait activer le récepteur CXCR3, un important 
récepteur de chimiokine dans la réponse immune Th1.  
 
 
2.2 Régulation de l’expression de CCR7   
 
 
L’activation d’un récepteur couplé aux protéines G par un agoniste induit non seulement le 
déclenchement de voies de signalisation, mais aussi une régulation de l’activité du récepteur. La 
méthode de régulation varie selon la chimiokine qui active CCR7. Cette régulation dite négative 
permet un contrôle de la durée d’activation afin d’éviter les effets néfastes d’une stimulation 
prolongée du récepteur. Pour être effective, cette régulation nécessite un découplage physique 
entre le récepteur et la protéine G. Pour cela, le récepteur doit d’abord être phosphorylé sur des 
résidus sérine/thréonine, localisés dans son extrémité C-terminale. 
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Figure 3 : Régulation des ligands de CCR7 par CCX-CKR. CCR7 se lie aux chimiokines 
CCL19 et CCL21 et promeut la migration cellulaire. Le récepteur CCX-CKR, exprimé par les 
cellules stromales, lie CCL19 et CCL21 avec une affinité plus basse que CCR7 et ne déclenche 
pas de migration. CCX-CKR régule la disponibilité des chimiokines spécifique à CCR7 en les 
séquestrant et/ou dégradant. Adaptée de Comerford et al., 2013. 
 
 
Certaines molécules pro-inflammatoires produites lors d’une infection peuvent moduler 
l’expression et la fonctionnalité de CCR7. C’est le cas de la prostaglandine E2 (PGE2), médiateur 
lipidique synthétisé par les macrophages, les cellules dendritiques folliculaires, les fibroblastes et 
les cellules endothéliales vascularisées en réponse à l’inflammation. Plusieurs travaux démontrent 
l’importance de la PGE2 sur la capacité migratoire des cellules dendritiques matures, des 
monocytes ainsi que d’autres types cellulaires en lien avec l’expression de CCR7 (Côté et al. 
2009 ; Dormond et al. 2002, Frey et al. 1986 ; Jaffer et al. 1995, Joyce et al. 1995, Heinen et al. 
1986 ; Luft et al. 2002 ; Pan et al. 2008 and Rozic et al. 2001 ; Scandella et al. 2002). Outre la 
PGE2, d’autres molécules ont été démontrées comme ayant un rôle dans l’expression de CCR7. 
C’est le cas de TNF-# chez les cellules dendritiques (Boislève et al., 2004). Aussi, Boullart et al. 
(2008) ont démontré que des cellules dendritiques dérivées de monocytes devenues matures suite 
à un traitement avec les agonistes des récepteurs de type Toll (ou TLR de l’anglais « Toll-like 
Receptors ») 3 et TLR7/8 avaient une capacité migratoire envers CCL21 significativement plus 












3. Les récepteurs de types Toll 
 
 
La réponse immunitaire innée tient un rôle important dans la défense de l’hôte, car elle constitue 
la première ligne de défense contre les pathogènes microbiens. Elle est responsable de l’initiation 
de la réponse inflammatoire via la production d’une variété de facteurs antimicrobiens, de 
cytokines et de chimiokines ainsi que de distinguer les antigènes provenant de l’hôte de ceux qui 
proviennent des pathogènes (Janeway & Medzhitov, 2002). Contrairement à la réponse acquise, 
qui est très spécifique à un pathogène donné, la réponse innée l’est beaucoup moins. Le système 
immunitaire innée reconnait des microorganismes via un nombre limité de récepteurs appelé les 
PRR (de l’anglais « Patterns Recognition Receptors »), reconnaissant des structures de 
pathogènes (Takeda et al.,2002). Les PRR ont tous pour fonction de détecter dans l’organisme la 
présence de molécules de structure de sources pathogènes, de déclencher une réponse et de 
contribuer à l’initiation de la réponse adaptative. Ils comportent quatre principales familles soit 
les récepteurs TLR, les NOD (de l’anglais « Nucleotide-binding Oligomerization Domain »), les 
RLR (de l’anglais « RIG-I-Like RNA Helicase ») et les lectines.  
 
 
Les premiers TLR ont été découverts vers la fin des années 80 (Hashimoto et al., 1988). Ils tirent 
leur nom de leur homologie avec le gène Toll identifié chez la mouche à fruits Drosophile 
(Medzhitov et al., 1997). Différentes études ont démontré par la suite que le gène Toll avait un 
rôle essentiel dans la réponse immune innée (Hashimoto et al., 1988 ; Lemaitre et al., 1996). En 
effet, des travaux ont montré qu’une mutation au sein de la protéine Toll entrainait une 
diminution de la survie des mouches suite à une infection fongique (Hashimoto et al., 1988 ; 
Lemaitre et al., 1996). En 1997, un homologue mammifère du récepteur Toll, appelé récepteur 
TLR4 a été identifié, car il induisait l’expression de multiples gènes inflammatoires (Medzhitov 
et al., 1997). Depuis, 11 différents TLR fonctionnels ont été identifiés chez l’homme (Akira, 
2006). Chacun d’entre eux diffère selon sa capacité de liaison avec un ligand spécifique, son 
mode d’expression, les voies de signalisation activées ainsi que les gènes induits (Akira, S. & 
Takeda, K., 2004). 
 
 16 
3.1 La structure des TLR 
 
 
Les TLR sont des glycoprotéines membranaires de type I fidèlement conservées au cours de 
l’évolution. Les TLR sont formés de trois domaines : extracellulaire, transmembranaire et 
intracellulaire. Le domaine extracellulaire est riche en séquences répétées de leucine (ou LRRs de 
l’anglais « Leucin-rich repeats ») et est responsable de la reconnaissance du signal de danger via 
sa capacité de se lier au ligand (Figure 4). Les LRRs varient beaucoup entre les TLR ce qui leur 
permet de discriminer les différents PAMP (de l’anglais « Pathogen-Associated Molecular 
Patterns »). Le domaine intracellulaire est un domaine C-terminal comportant un domaine TIR 
(de l’anglais « Toll/IL1 receptor ») permettant la transduction du signal d’activation et est 
homologue avec le récepteur de l’IL-1 (Figure 4) (Akira, S. & Takeda, K., 2004 ; Bowie, A. & 
O'Neill, L.A. 2000). Ce domaine TIR possède une structure phylogénétiquement conservée que 
partagent les TLR, le domaine intra-cytoplasmique des récepteurs de l’IL-1 et de l’IL-18, ainsi 
que la protéine MyD88, une protéine adaptatrice jouant un rôle important dans la signalisation 
des TLR (Bowie, A. & O'Neill, L.A. 2000). 
 
 
3.2 Localisation des TLR 
 
 
Les TLR peuvent être classés en deux catégories basées selon le site d’expression ; ceux 
exprimés sur la membrane cellulaire reconnaissant principalement des composants bactériens 
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10) et ceux localisés au niveau des vésicules 
intracellulaires comme le réticulum endoplasmique, endosomes et lysosomes (TLR3, TLR7, 
TLR8, TLR9) reconnaissant des acides nucléiques viraux ou bactériens (Akira, S. & Takeda, K., 
2004 ; Schmid et al., 2011). Certains TLR, comme les TLR1/2 et TLR2/6, forment des 
hétérodimères et peuvent être activé simultanément ce qui permet d’élargir le spectre des 
molécules reconnues (Travassos et al., 2004) (Figure 5). D’autres TLR, comme TLR3, 4, 5 ou 9, 
fonctionnent comme homodimères. Ces derniers peuvent s’associer avec des molécules 
accessoires pour permettre une reconnaissance et une signalisation optimale. Par exemple, le 
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récepteur TLR4 doit s’associer à un facteur sécrété de 25 kDa, MD-2, pour atteindre la membrane 
plasmique et interagir avec le LPS (non-présent dans la figure 5). Le corécepteur CD14 est lui 




Figure 4 : Structure des TLR. Le domaine intracellulaire comporte un domaine TIR homologue 
au récepteur de l’IL-1. Akira et al., 2004 
 
 
3.3 Expression des TLR selon les types cellulaires 
 
 
Les TLR sont exprimés chez les cellules immunitaires circulantes et résidentes incluant les 
monocytes, macrophages, granulocytes, cellules dendritiques, lymphocytes B, T et cellules 
tueuses naturelles. Ces récepteurs sont également exprimés chez les cellules non immunes 
comme les fibroblastes et les cellules épithéliales des interfaces avec le milieu extérieur (peau, 
tractus digestif et respiratoire, etc.). L’expression des TLR peut être rapidement modulée en 
réponse à différentes cytokines, aux pathogènes et aux stress de l’environnement (Akira & 
Takeda, 2004 ; Banerjee & Gerondakis, 2007). L’activation des TLR tient un rôle majeur dans la 
stimulation de l’immunité spécifique notamment par l’action des cellules présentatrices 
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d’antigènes (CPA) (principalement les cellules dendritiques) et des lymphocytes T et B, des 
effecteurs importants de l’immunité adaptative. En effet, l’activation des TLR augmente l’activité 
de présentation d’antigène et l’expression de molécules de co-stimulation nécessaires à 
l’établissement d’une réponse adaptative (Janeway & Medzhitov, 2002 ; Takeda et al., 2002). 
Bien que ces récepteurs soient exprimés par plusieurs cellules immunitaires, la section qui suit 
traitera principalement de leur patron d’expression chez les monocytes et ses dérivés. Il est à 
noter que la différenciation des monocytes en macrophages ou cellules dendritiques modifie le 
patron des TLR exprimés chez ces cellules ainsi que l’effet de leurs activations.  
 
 
3.3.1 Les TLR exprimés chez les monocytes 
 
 
Les monocytes sanguins expriment une grande partie des TLR connus présentement. À 
l’exception des TLR7, 3 et 9, la plupart des études s’entendent sur la présence des TLR1/2, 4, 5, 
6, 8 et 10 chez les monocytes. Certaines études démontrent la présence de faibles quantités de 
TLR7 et TLR9 (Hornung et al., 2002 ; Jarrossay et al., 2001 ; Krug et al., 2001 ; Dolganiuc et al., 
2006 ; Ito et al., 2002) alors que d’autres affirment que les monocytes ne les expriment tout 
simplement pas (Kadowaki et al., 2001 ; Visintin et al., 2001 ; Muzio et al., 2000). Aussi, 
plusieurs études démontrent la présence de TLR7 et TLR9 chez les monocytes de patients 
infectés par différent virus dont celui de l’hépatite C (Jarrossay et al., 2001) et du VIH-1 (Moody 
et al., 2014 ; Chattergoon et al., 2014) suggérant une hausse d’expression lors d’infection virale. 
Une étude démontre aussi qu’un faible niveau de TLR9 est exprimé chez les monocytes sanguins 
fraichement isolés de donneurs sains, que le niveau d’expression de ce TLR augmentait 
drastiquement suite à une infection à Yersinia pestis et que ce niveau élevé de TLR9 corrélait 
avec la différentiation des monocytes en cellules dendritiques (Saikh et al., 2004).  
 
 
L’activation des TLR chez les monocytes induit l’expression de cytokines pro-inflammatoires 
ayant des effets concomitants sur la survie, la prolifération et la déviation immune de plusieurs 
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autres types cellulaires (Suzuki et al., 2000). Peu de détails sont connus à ce jour quant aux 




Figure 5 : Localisation et voie de signalisation des différents TLR. La voie de signalisation 
des TLR exprimés au niveau de la membrane des endosomes mène à l’expression des facteurs de 
transcription CREB, AP1, NF-κB, IRF3 et IRF7 alors que la voie de signalisation des TLR 
exprimés en surface cellulaire mène exclusivement à l’expression des facteurs de transcription 




Tableau 2 : TLR exprimés par les cellules immunitaires. 






TLR1 + + + + + 
TLR2 + + + - + 
TLR3 - + + - + 
TLR4 + + - - + 
TLR5 + + + - + 
- 






TLR8 + + + - + 
TLR9 + 
- 
+ - + - 
TLR10 + + + + - 
 
 
3.3.2 Les TLR exprimés chez les cellules dendritiques 
 
 
Il existe différentes sous-populations de cellules dendritiques. Parmi ceux-ci, l’expression des 
TLR a été identifiée chez les CD myéloïdes (CDm) dites conventionnelles et les CD 
plasmacytoïdes (CDp), provenant de la moelle osseuse. Les récepteurs TLR ont aussi été 
identifiés chez les CD dérivées de monocytes in vitro (CDDM), cellules monocytaires 
différentiées à l’aide de cytokines (GM-CSF et IL-4) (Muzio et al., 2000). La diversité des TLR 
exprimés est propre à chacun de ces sous-types cellulaires (Tableau 2) (Muzio et al., 2000 ; 
Kadowaki et al., 2001 ; Jarrossay et al., 2001 ; Matsumoto et al., 2003). Comme chez les 
monocytes, l’expression de certains TLR demeure controversée (Tableau 2). Dépendamment des 
TLR activés, les sous-types de CD répondront différemment dans la sécrétion de cytokines 
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induites occasionnant des effets divers tant chez la cellule en question que chez les CD 
avoisinantes. Ce sont ces différentes cytokines qui vont mener à la différenciation des 
lymphocytes T avoisinants soit vers un profil Th1 (pro-inflammatoires), un profil Th2 (anti-
inflammatoire) ou un profil Th17 (Krug et al., 2001 ; Jarrossay et al., 2001). 
 
 
3.3.3 Les TLR exprimés chez les macrophages 
 
 
Contrairement aux monocytes et aux cellules dendritiques, les macrophages expriment tous les 
TLR connus à ce jour (Zarember et al., 2002) (Tableau 2). L’activation des TLR participe à 
l’activation des macrophages et à la détermination du phénotype de ces derniers (Akkoyunlu et 
al., 2011). De plus, l’activation des TLR contribue au pouvoir bactéricide des macrophages via la 
production de dérivés réactifs de l'oxygène de la mitochondrie (radicaux libres, peroxydes, etc.), 




3.4 Les ligands des TLR  
 
 
3.4.1 Ligands exogènes des TLR   
 
 
Les TLR sont activés par deux types de ligands : exogènes et endogènes. Les différents ligands 
exogènes et endogènes des TLR sont résumés dans le tableau 3 (Akira & Takeda, 2004 ; 
Medzhitov 2001 ; Fearon, 1996 ; Akira, 2001). Les ligands exogènes sont des molécules 
structurales propres aux microorganismes communs à de nombreux pathogènes. Ils sont 
regroupés sous le nom de Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP) et sont généralement 
des structures hautement conservées présentes chez un nombre important de microorganismes 
(Akira & Takeda, 2004 ; Medzhitov 2001 ; Fearon, 1996 ; Akira, 2001).   
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De nombreux ligands exogènes infectieux des TLR (TLR 2, 3, 4, 5, 8, 9) ont été identifiés à ce 
jour (Tableau 3) bien que certains TLR ne semblent pas avoir de ligands spécifiques (TLR 1, 6 et 
10). Les TLR 1, 6 et 10 sont plutôt des corécepteurs qui agissent en association avec les autres 
TLR. En effet, TLR1 à une conformité structurellement différente des TLR 2 et 6 mais semble 
s’associer avec ces deux TLR. Au contraire, les TLR7 et 8 sont structurellement et 
phylogénétiquement apparentés or TLR7 ne possède pas de ligand défini ; toutefois, un 
composant antiviral, l’imidazoquinoline (Imiquimod®), a récemment été proposé comme ligand 
de TLR7 (Hemmi et al., 2002 ; Lee et al.,2003). La multiplicité des agonistes possibles ainsi que 
la diversité de structure des différents TLR, sont pour l’instant un sujet qui demeure encore à 
approfondir (Akira & Takeda, 2004 ; Medzhitov 2001 ; Fearon, 1996 ; Akira, 2001).  
 
 
3.4.1.1 La reconnaissance bactérienne par les TLR 
 
 
3.4.1.1.1 Les parois des bactéries à Gram-positif et Gram-négatif 
 
 
Les bactéries peuvent être classées en deux groupes majeurs selon la structure biochimique de 
leur paroi : les bactéries à Gram-positif ou Gram-négatif. Certains composés de la paroi 
bactérienne agissent comme PAMP et peuvent être reconnus spécifiquement par différents TLR. 
Le lipopolysaccharide (LPS), aussi connu pour être des endotoxines, est le ligand principal du 
TLR4 (Poltorak et al., 1998). L’exposition au LPS bactérien, provenant d’un environnement 
normal, est probablement le stimulus le plus fréquent du système immunitaire inné. La 
composition en phosphate ou en acides gras des LPS peuvent varier selon les bactéries. Des LPS 
distincts sont donc libérés des bactéries à Gram - en association avec la protéine liant le LPS, la 
PLL (de l’anglais « poly-L-lysine »). Cette protéine de phase aigüe se retrouve présente dans la 
circulation sanguine et se lie au CD14, une protéine exprimée à la surface des cellules 
phagocytaires. Cette liaison permet ainsi au LPS d’être transféré à la protéine MD-2, une protéine 
associée à la portion extracellulaire du TLR4 (Figure 6). Cette association entraine 
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l’oligomérisation du TLR4 et déclenche une cascade de signalisation menant à l’activation de 
gènes impliqués dans la réponse inflammatoire (Poltorak et al., 1998 ; Shimazu et al., 1999) 
(Figure 6). Le récepteur TLR2 a aussi été longtemps considéré comme étant activé par le LPS 
(Yamg et al., 1998). Alors qu’il semblerait plutôt que ce sont les résidus de lipoprotéine retrouvés 





Figure 6 : Oligomérisation et activation des TLR4 par LPS. Le complexe LPS-PLL se lie au 
CD14 ce qui engendre le transfert du LPS à la protéine MD-2. La liaison du LPS avec MD2 




Bien que les bactéries à Gram positif ne sécrètent pas de LPS, les composés des parois de ces 
dernières peuvent également activer les TLR. Les acides lipoteichoïques (ALT) produits par ces 
bactéries agissent comme ligands des TLR2. Le récepteur TLR2 interagit physiquement et 
fonctionnellement avec les TLR1 et TLR6, permettant ainsi aux combinaisons de TLR de 
différencier deux différentes conformations des ALT (Travassos et al., 2004). En effet, les ALT 
contenant des portions diacylées peuvent activer les cellules via l’hétérodimère TLR2/TLR6 alors 









Tableau 3 : Ligands exogènes et endogènes des TLR. 
 Ligands exogènes (PAMP) Ligands endogènes (DAMP) 
TLR1 Lipopeptides des mycobactéries -défensines humaines 
TLR2 
Lipoprotéines des bactéries 
Peptidoglycanes de bactéries Gram+ 
Hémaglutinines du virus de la rougeole 
Phospholipomannane de Candida albicans 
Acide lipotéchoïque des streptocoques B 
Porines de Neisseria 
Lipoaraninomannane des mycobactéries 
Zymozan des Saccharomyces cerevisiae 
Protéine du choc thermique (HSP) 
HMGB1 
 




Fragments de hyaluronane 
TLR4 
Lipopolysaccharides (LPS) bactériens 
Mannanes des champignons 
Glycoinositolphospholipides des parasites 





TLR5 Flagelline des bactéries flagellées Inconnu 
TLR6 
Lipoprotéines des mycoplasmes 
ALT des streptocoques 
HSP 
HMGB1 
TLR7 ARN simple brin des virus ARN simple brin 
TLR8 ARN simple brin des virus ADN 
TLR9 
Cytosine-phosphate-guanine (CpG) des bactéries 
Hémozoïne du plasmodium falciparm 
Inconnu 




D’autres molécules comme les peptidoglycanes (PG) et les lipoprotéines sont d’importants 
immunostimulants présents à la fois chez les bactéries à Gram-positif et Gram-négatif. Les PG 
sont des polymères composés de longues chaines linéaires de sucres où le N-acétyle glucosamine 
(GlcNac) et l’acide muramique N-acétyle (MurNac) sont reliés par des ponts peptidiques pour 
former de grosses structures macromoléculaires. Le peptidoglycane forme la paroi bactérienne 
des bactéries à Gram-positif et Gram-négatif.  
 
 
Le TLR2 tient un rôle majeur dans la détection des bactéries à Gram-positif puisqu’il reconnait 
non seulement les ALT mais aussi une grande variété de composés microbiens incluant les 
lipoprotéines et les PG. Tout comme l’affinité avec les ALT, les différentes interactions TLR1/2 
ou TLR2/6 permettent de différencier les changements subtils dans la portion lipidique des 
lipoprotéines (Travassos et al., 2004).  
 
 
Les lipoprotéines sont des complexes de protéines et de lipides assurant l’entrée et la sortie de 
lipides dans la cellule. Les lipoprotéines sont le lien entre le PG et la « membrane externe » de la 
bactérie. Les lipoprotéines, polymères de 15 acides aminés, forment une liaison peptidique avec 
le tétrapeptide des chaines latérales du PG. Les lipoprotéines à deux chaînes lipidiques 
(diacylées) caractéristiques des bactéries à Gram + et des mycoplasmes sont reconnues par 
l’association TLR2/6 (Travassos et al., 2004). La liaison des lipoprotéines à ces deux récepteurs 
conduit au rapprochement des chaînes de TLR6 et de TLR2 dont les domaines intra 
cytoplasmiques réagissent pour initier la voie de signalisation intracellulaire. Les deux chaînes 
lipidiques des lipoprotéines sont insérées dans une poche hydrophobe du récepteur TLR2. Ainsi, 
c’est la partie lipidique des lipoprotéines qui se lie au TLR2 alors que le récepteur TLR6, ne 
possédant pas de poche hydrophobe, établit une liaison hydrogène avec la partie peptidique du 
lipopeptide (Travassos et al., 2004). Lorsque les lipoprotéines contiennent une chaîne lipidique 
supplémentaire (triacylée), le récepteur TLR2 n'est pas associé au TLR6 mais au TLR1. Le 
récepteur TLR1, contrairement au récepteur TLR6, possède une poche hydrophobe, permettant 
ainsi la liaison de la chaine lipidique supplémentaire. L’activation de l’association TLR1/2 
modifie le signal intracellulaire et adapte la réponse inflammatoire (Travassos et al., 2004). 
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L’importance du TLR2 dans la défense de l’hôte contre les bactéries à Gram + a été démontrée 
non seulement chez des souris déficientes pour ce TLR suite à des infections par Staphylococcus 
aureus ou Streptococcus pneumoniae (Echchannaoui et al., 2002 ; Takeuchi et al., 2000) mais 
aussi chez l’humain (Cook et al., 2004). En effet, un polymorphisme dans le gène du TLR2, 
identifié chez un groupe de sujets caucasiens où 6-9% étaient hétérozygote, a été démontré et 
associé à une réponse réduite à différentes lipoprotéines bactériennes et à un choc septique suite à 
une infection par les staphylocoques (Cook et al., 2004). 
 
 
3.4.1.1.2 La flagelline 
 
 
Certaines bactéries possèdent des flagelles comme moyen de motilité. La flagelline, le constituant 
majeur du flagelle de la plupart des bactéries, est un important activateur de la réponse 
immunitaire innée. Le domaine constant D1 de la flagelline est spécifiquement détecté par le 
récepteur TLR5. Ce domaine est relativement conservé chez les différentes espèces (Hayashi et 
al., 2001).  
 
 
Le TLR5 est exprimé non seulement par les monocytes et les cellules dendritiques immatures, 
mais également par les cellules épithéliales dans le but de réguler le microbiome intestinal 
(Chassaing et al., 2014). Lors d’une infection, les bactéries flagellées envahissent les cellules 
épithéliales du tractus intestinal et infectent par le fait même les monocytes, cellules dendritiques 
et macrophages présents (Metcalfe et al., 2010 ; Fleckenstein et al., 2001). Contrairement aux 
cellules immunitaires, le récepteur TLR5 est exprimé seulement du côté baso-latéral des cellules 
intestinales. La flagelline est donc reconnue par l’hôte seulement lorsque la bactérie a réussi à 





3.4.1.1.3 L’ADN bactérien 
 
 
L’ADN bactérien est un important immunostimulant. Les dinucléotides CpG non-méthylés 
présents au sein de l’ADN bactérien sont reconnues par le récepteur TLR9 (Hemmi et al., 2000 ; 
Krieg 2002). Le motif CpG est présent non seulement chez les bactéries, mais également à 
moindre fréquence dans le génome des mammifères. Or, le motif CpG est hautement méthylé 
dans les génomes de mammifères contrairement à celui des bactéries, ce qui confère la spécificité 
de son interaction avec le récepteur TLR9. Ainsi, les cellules immunitaires des mammifères ne 
seront pas activées par les motifs CpG méthylés (Krieg 2002). Pour activer le récepteur TLR9, 
l’ADN bactérien doit être libéré dans les endosomes de la cellule étant donné que l’expression du 
récepteur est située strictement dans ces compartiments intracellulaires. Il a été démontré que 
l’acidification et les conditions réductrices propres à l’endosome engendrent la dégradation de 
l’ADN double-brin en plusieurs régions simple-brin contenant des motifs CpG qui interagiront 
par la suite avec le récepteur TLR9 (Latz et al., 2004 ; Ahmad-Nejad 2002 ; Lien et al., 2004). 
L’importance des conditions acides propre aux endosomes sur la capacité du ligand à activer 
TLR9 a été démontrée par l’équipe d’Hacker (1998) suite à des expériences auxquelles la voie de 
signalisation de TLR9 n’était pas activée par les motifs CpG à l’ajout de la chloroquine et la 
bafilomycine, deux produits empêchant l’acidification. En fait, l’interaction du TLR9 avec ces 
ligands serait optimale à des pH variant de 5,5 à 6,5 (Ahmad-Nejad 2002). 
 
 
Des oligonucléotides synthétiques contenants des motifs CpG sont équivalents à l’ADN bactérien 
quant au leur pouvoir d’activation des cellules immunitaires et résistent au pH optimal de 
l’activation de TLR9. Des études démontrent que la localisation des TLR9 dans des 
compartiments intracellulaires prévient la reconnaissance de l’ADN du soi pour favoriser la 
reconnaissance de l’ADN viral (Barton et al., 2006). Cette étude démontre même que la position 
des TLR 3, 7, 8 et 9 (TLR capable de lier les acides nucléiques) dans les endosomes serait un 




3.4.1.2 La reconnaissance des mycobactéries 
 
 
Les mycobactéries sont des bactéries intracellulaires facultatives qui survivent dans différentes 
cellules immunes de l’hôte, dont les monocytes et les macrophages (Havlir et al., 1991). La paroi 
des mycobactéries est une véritable enveloppe cireuse et protectrice qui confère à ces bactéries 
des propriétés acido-alcoolo-résistantes. Elle est composée de lipides et de polysaccharides et 
d’une grande quantité d’acides gras particuliers à très longues chaînes, les acides mycoliques 
(Pfyffer, 2006). Les TLR2 et 4 reconnaissent des parties de cette paroi particulière. Plus 
particulièrement, ce sont les lipomannanes (LM) et lipoarabinomannanes (LAM), deux 
lipoglycans quelque peu différents des LPS, qui sont reconnues par ces TLR (Dao et al., 2003). 
 
 
Le LM des mycobactéries est à la fois pathogénique et non-pathogénique. Dépendamment de 
l’origine et du ratio de ManLAM/LM de la paroi de la mycobactérie, le LM peut induire la 
production de cytokines pro-inflammatoires suite l’activation du TLR2 (Quesniaux et al., 2004). 
Une fois de plus, l’association de TLR2 avec TLR1 confère une nouvelle spécificité au récepteur. 
En effet, le complexe TLR1/2 peut reconnaitre une lipoprotéine de 19 kDa présente dans la paroi 
mycobactérienne spécifique à Mycobacterium tuberculosis qui n’est pas reconnue par le 
complexe TLR2/6. L’activation de TLR1/2 des monocytes et macrophages mènera à l’induction 
de cytokines (Thoma-Uszynski et al., 2001).  
 
 
Quant au LAM des mycobactéries, c’est son domaine arabinane se liant à un résidu 
phosphoinositide qui est reconnu par TLR2. Ce complexe activant TLR2 a été identifié chez une 
espèce non-pathogénique, Mycobacterium smegmatis (Gilleron et al., 2003, Quesniaux et al., 
2004). Le domaine arabinane peut aussi se lier au mannosyle et former une molécule anti-
inflammatoire retrouvée chez les espèces pathogéniques Mycobacterium avium et M. tuberculosis 




Très peu d’études peuvent fournir des exemples d’activation du récepteur TLR4 par des 
composés antigéniques des mycobactéries. C’est à leur ressemblance au LPS que l’affinité de ces 
composés pour TLR4 a été déduite (Kleinnijenhuis et al., 2011 ; Quesniaux et al., 2004). 
Finalement, l’ADN des mycobactéries a un pouvoir immunostimulant car il est reconnu par les 
TLR9 suite à sa libération pendant la dégradation endosomale (Kleinnijenhuis et al., 2011). 
 
 
3.4.1.3 La reconnaissance fongique 
 
 
Le déclenchement d’une réponse immune par des mycètes s’effectue généralement suite à la 
reconnaissance des PAMP fongiques situés dans les parois cellulaires ou à la surface cellulaire 
fongique par le complexe TLR2/6 ou par le récepteur TLR4. Plusieurs expériences menées chez 
des souris déficientes pour les TLR2 et TLR4 ont démontré que ces TLR sont impliqués dans la 
reconnaissance de pathogènes fongiques tels qu’Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 
Cryptococcus feoformans et Pneumocystis carinii (Takeda et al., 2003 ; Netea et al., 2004). Alors 
que l’hétérodimère de TLR2 et TLR6 répond aux ligands lipidiques provenant de mycètes à 
l’aide d’un récepteur éboueur, le CD36, l’activation de ces récepteurs par des ligands provenant 
de polysaccharides des parois fongiques est facilitée par la dectine-1. Cette protéine 
transmembranaire de type II possède un domaine lectine de type C dans sa région extracellulaire 
et un motif ITAM dans son domaine intracellulaire (Ferwerda et al., 2008). Dectine-1 est le 
principal récepteur des macrophages pour la phagocytose de plusieurs champignons (Brown et 
al., 2002). Aussi présent chez les cellules mononuclées humaines du sang périphérique, la 
dectine-1 est activée par des polysaccharides comme le "-glucane, retrouvée chez la plupart des 
mycéliums et la voie de signalisation entre en synergie avec celle de TLR2 ou TLR4 lorsque 
ceux-ci sont également activés. La production du facteur TNF- α (de l’anglais « tumor necrosis 
factor-" ») est possible seulement lorsqu’un des récepteurs TLR et la dectine-1 sont activés par 
leurs ligands respectifs (Ferwerda et al., 2008). Cette synergie agit en réponse à la présence de 
levures et mène à une forte réponse inflammatoire via le recrutement de diverses protéines 
intracellulaires (Gantner et al., 2003 ; Underhill et al., 2005). 
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3.4.1.4 La reconnaissance des parasites protozoaires 
 
 
Les composés provenant des parasites protozoaires sont détectés par les TLR2, TLR4 et TLR9. 
Des études démontrent que des nématodes présentant des protéines de surface similaires aux 
bactéries du genre Wolbachia induisent une réponse semblable au LPS en activant les récepteurs 
TLR2 et TLR4 des macrophages et des cellules dendritiques dans le modèle murin (Taylor et al., 
2000 ; Brattig et al., 2004). D’autres parasites protozoaires ont démontrés un pouvoir 
immunostimulant via l’activation des TLR. C’est le cas de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma 
brucei, Toxoplasma gondii, Leishmania major et Plasmodium falciparum (Gazzinelli et al., 
2004). D’autres molécules dérivées des parasites comme les glycoinositolphopholipides (GIPL), 
les mucines glycosylphosphatidylinositol (tGPI-mucine) et l’ADN génomique sont reconnues 
pour activer les TLR4, TLR2 et TLR9 respectivement (Gazzinelli et al., 2004). 
 
 
3.4.1.5 La reconnaissance des virus 
 
 
Le matériel génétique des virus, incluant l’ADN viral, l’ARN double-brin, l’ARN simple-brin, 
ainsi que les glycoprotéines de surface sont des PAMP reconnus par les TLR. En effet, les TLR3, 
7, 8 et 9 sont impliqués dans la reconnaissance des acides nucléiques viraux. Ces TLR sont 
présents exclusivement dans les compartiments intracellulaires tels que les endosomes. Les 
nucléotides viraux requièrent l’internalisation dans les endosomes avant que toute signalisation 
ne soit possible.  
 
 
3.4.1.5.1 L’ADN viral 
 
 
Tout comme chez les bactéries, l’ADN viral contient des régions riches en motif CpG. Lors du 
cycle de réplication virale, le virus sera internalisé dans l’endosome. L’ADN viral relâché a une 
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affinité particulière pour le récepteur TLR9 induisant ainsi la sécrétion de cytokines 
inflammatoires et d’interféron de type I (Krug et al., 2004). 
 
 
3.4.1.5.2 L’ARN simple brin 
 
 
Certains virus enveloppés transitent dans le cytosol via les compartiments endosomaux. Le 
phagolysosome est un environnement hautement acidifié contenant des enzymes de dégradation 
pouvant endommager les particules virales présentes. L’ARN simple brin contenu au sein des 
virus sera libéré et reconnu par les TLR 7 et 8. Ces TLR reconnaissent des régions riches en 
uridine et guanosine de virus dont le VIH-1, le virus de l’influenza et le virus coxsackie B. La 
spécificité de la reconnaissance d’ARN simple brin viral vient du fait que l’ARN de l’hôte est 
dégradé par les RNases extra et endocellulaires ce qui fait que l’ARN d’une cellule hôte ce rend 
rarement dans les compartiments d’endocytoses. Au contraire, le génome des particules virales 
est encapsidé ce qui rend possible la libération d’ARN simple brin non dégradé dans l’endosome 
suite à l’internalisation du virus enveloppé (Hemmi et al., 2002 ; Lee et al., 2003). Des composés 
antiviraux synthétiques appelés imidazoquinoline (R848, Imiquimod) et certains analogues de 
nucléotides de guanine (Loxoribine) sont également reconnus par les récepteurs TLR7 et TLR8 
(Hemmi et al., 2002 ; Lee et al.,2003).  
 
 
3.4.1.5.3 L’ARN double brin 
 
 
Le TLR3 a pour ligand l’ARN double brin (ARNdb), une structure moléculaire associée aux 
infections virales, produite par de nombreux virus durant leur étape de réplication. Les ARNdb 
peuvent être générés durant la réplication virale à partir d’ARN simple brin (Kielian, 2006) ou 
comme produit de transcription de virus à ADN (ex : virus de l’Herpes Simplex de type-1) (VHS-
1) (Zamora, 2011). Un analogue synthétique de l’ARN double brin, l’acide polyinosine-
déoxycytidylique (poly I:C), agit également comme activateur du TLR3 (Alexopoulou et al., 
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2001). Le récepteur TLR3 est non seulement exprimé par plusieurs types de cellules 
immunitaires, mais également très exprimé dans le cerveau, spécifiquement par les microglies, 
les astrocytes, les oligodendrocytes et les neurones (Kielian, 2006).  
 
 
3.4.1.5.4 Les glycoprotéines virales 
 
 
Les TLR2 et TLR4 reconnaissent des glycoprotéines de l'enveloppe des virus. L’activation de ces 
récepteurs par les glycoprotéines virales mène à une production de cytokines inflammatoires. Il a 
été rapporté que des souris déficientes pour le TLR2 ont une réponse inflammatoire moins 
importante et une mortalité réduite par rapport aux souris sauvages suite à une infection au VHS-
1 (Kurt-Jones et al., 2004). Le récepteur TLR2 peut aussi être activé par des composés viraux 
comme les hémagglutinines du virus de la rougeole, du cytomégalovirus et du VHS-1. Une étude 
démontre également que le récepteur TLR4 peut être activé par la protéine de fusion du virus 
respiratoire syncytial (Kurt-Jones et al., 2000).  
 
 
3.4.2 Ligands endogènes des TLR  
 
 
Certaines données expérimentales suggèrent que les TLR pourraient aussi être activés par des 
ligands endogènes. Les ligands endogènes physiologiques activant les TLR sont des produits des 
cellules lors d’ischémie ou de la mort cellulaire. Ces ligands, les DAMPs (de l’anglais « Damage-
Associated Molecular Patterns »), sont en fait des signaux de dommages internes à l’origine 
d’une réponse inflammatoire impliquant les TLR (Akira et al., 2001 ; Akira et al., 2006 ; 
Janeway et al., 2002). 
 
 
Contrairement aux dommages occasionnés lors d’une mort cellulaire par apoptose, les dommages 
créés par l’inflammation ou l’ischémie peuvent modifier la structure des protéines exprimées à la 
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surface cellulaire. Ces dommages permettent aussi la translocation de protéines normalement non 
exprimées à la membrane. Aussi, lors d’une réponse inflammatoire, la production et la 
dégradation de protéines variées de la matrice extracellulaire sont également accrues. Les 
composants de la matrice extracellulaire dégradés peuvent activer les TLR 2, 3 et 4 et sont à 
l’origine de réactions inflammatoires. Ces résultats sont cependant à prendre avec précaution, la 
contamination potentielle de ces molécules souvent produites sous forme recombinante par des 
PAMP comme le LPS pouvant expliquer l’activation des TLR (Janeway et al., 2002). 
 
 
Par exemple, il a été démontré que les récepteurs TLR2 exprimés par les fibroblastes de hamster 
sont activés par le peroxyde d’hydrogène, molécule produite par les myocytes cardiaques en 
situation d’ischémie, et que cette activation menait à la sur-activation de la voie du facteur de 
transcription NF-κB (de l’anglais « nuclear factor-#B ») (Akira et al., 2001 ; Medzhitov et al., 
2002). Aussi, TLR4 reconnait plusieurs ligands physiologiques tels que la protéine de choc 
thermique HSP 60, le fibrinogène, les oligosaccharides de hyaluronane ainsi que le protéoglycane 
de sulfate d’héparane. Enfin, le TLR9 reconnait les motifs CpG non méthylés apparaissant chez 
l’homme au cours de certaines maladies auto-immunes, dont la polyarthrite rhumatoïde et le 
lupus (Franck et al., 2008). Plusieurs autres molécules libérées par les cellules subissant des 




Somme toute, les études effectuées à ce jour suggèrent que les TLR pourraient être activés de 
façon coopérative par des molécules du non-soi et des molécules formées à la suite d’une 
dégradation tissulaire. Cette spécificité de chacun des TLR travaillant de concert pourrait 
expliquer comment le système inné établit une distinction entre microbes commensaux et 





3.5 Signalisation  
 
 
L’activation des TLR par leurs ligands induit une cascade d’événements moléculaires qui conduit 
essentiellement à la production de cytokines capables de stimuler les acteurs de l’immunité innée 
et spécifique. En effet, les TLR activés induisent de multiples voies de signalisation 
intracellulaire impliquées dans l'activation du facteur de transcription NF-κB ainsi que des 
facteurs de régulation des IRF-3 et IRF-7 (de l’anglais « interferon-regulatory factors »). Ces 
facteurs de transcription mènent à la synthèse de molécules immunorégulatrices jouant un rôle 




La signalisation des TLR passe par deux voies spécifiques : la voie MyD88 dépendante ou 
MyD88 indépendante. Tout d’abord, les ligands des TLR se lient spécifiquement aux récepteurs 
et induisent une dimérisation de ces derniers. La dimérisation des récepteurs mène à l’interaction 
des protéines adaptatrices, et donc l’activation de celles-ci, avec le domaine cytoplasmique TIR 
carboxy-terminale des TLR. Ces protéines adaptatrices sont soit MYD88 (de l’anglais « myeloid 
differentiation primary-response protein 88 »), MAL (de l’anglais « MYD88-adaptor-like 
protein ») ou TRIF (de l’anglais « TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN! ») et 
TRAM (de l’anglais « TRIF-related adaptor molecule ») (Cook et al., 2004; O’Neil et al., 2013). 
 
 
La protéine adaptatrice reliée au domaine TIR du récepteur TLR4 varie selon son emplacement. 
Si TLR4 est exprimé sur la membrane plasmique la protéine adaptatrice sera MYD88 alors que si 
le récepteur est en voie d’endocytose la protéine sera TRIF (Husebeye et al., 2006). L’activation 
des protéines adaptatrices stimule les voies de signalisation en aval impliquant des interactions 
entre IRAK (de l’anglais « IL-1R-associated kinase ») et leurs molécules adaptatrices TRAF (de 
l’anglais « TNF receptor-associated factor »). Cette interaction mène à l’activation des protéines 
MAP kinases (de l’anglais « mitogen-activated protein kinases »), JNK et p38 qui éventuellement 
mène à l’activation de facteurs de transcriptions (Akira et al., 2004 ; O’Neil et al., 2013). Cinq 
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facteurs de transcriptions sont activés en aval de la signalisation des TLR ; les IRF-3 et IRF-7, 
NF-κB, CREB (de l'anglais « cAMP Response Element-binding protein ») et AP1 (de l’anglais 
« activator protein 1 »). Une des principales conséquences de l’activation des TLR est l’induction 
de cytokines pro-inflammatoires, molécules essentielles à la coordination de réponses 
antibactériennes et antivirales correspondantes, et l’induction de l’interféron de type I, qui 
possède des propriétés antivirales, suite à l’activation de TLR exprimé au niveau de la membrane 
endosomale (Akira et al., 2004 ; O’Neil et al., 2013).  
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4. Hypothèse et objectifs de recherche 
 
 
Le microbiote intestinal contribue à l’homéostasie normale d’un corps sain et joue un rôle clé sur 
la santé du système nerveux central (SNC) (Foster et al., 2013). Diverses maladies et infections 
chroniques provoquent l’altération du microbiote et engendre la translocation de LPS et autres 
composants bactériens de la flore intestinale vers le système sanguin (Shan & Siliciano, 2014 ; 
Young et al., 2002). Une grande quantité de ces composants bactériens dans la circulation 
sanguine peut influencer le développement d’anxiété et autres troubles du cerveau (Shan & 
Siliciano, 2014 ; Foster et al., 2013 ; Young et al., 2002 ; Mass et al., 2008). Des travaux ont 
démontré que l’activation constante des TLR1/2, TLR4, TLR5, et TLR9 par composants 
bactériens chez les personnes atteintes d’une infection bactérienne chronique contribue à une 
activation du système immunitaire chronique. Cette activation favorise le développement de la 
maladie (Boasso & Shearer, 2009). 
 
 
Les bactéries retrouvées au sein de cellules immunitaires peuvent également être transportées à 
travers des organes qui sont normalement protégés par une membrane sélective. Le SNC, par 
exemple, est un organe particulièrement bien isolé des cellules du sang grâce à l’existence de la 
barrière hématoencéphalique (Shi & Pamer, 2011 ; Persidsky et al., 1999 ; León & Ardavín 
2008). La BHE est constituée de cellules solidement accrochées les unes aux autres et assure une 
protection physique renforcée du système nerveux empêchant le passage d’agents pathogènes et 
de toxines, mais également de certaines molécules bénéfiques contenues dans des traitements 
antiviraux ou antibactériens (Persidsky et al., 2006 ; Kanmogne et al., 2007 ; Buckner et al., 
2011). En 1999, Molestina et al., ont démontré qu’une infection intracellulaire de bactéries à 
Gram-négatif comme Chlamydia pneumoniae augmentait la migration transendothéliale des 
monocytes infectés. Plusieurs autres chercheurs ont démontré le même effet chez diverses 
bactéries (Wuorela et al., 1999 ; Rydström &Jo Wick, 2009 ; Dignat-George et al., 1997) et son 
implication dans le développement de la maladie. L’infection du SNC par des bactéries dans leur 
cycle intracellulaire cause généralement des maladies fatales, comme la méningite. C’est le cas 
d’infection aux bactéries au cycle intracellulaire facultatif comme Listeria monocytogenes, 
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Mycobacterium tuberculosis, Brucella et Salmonella spp. ou au cycle obligatoire comme la 
famille des Rickettsiaceae et Tropheryma whipplei (Drevets et al., 2004). 
 
 
Les travaux antérieurs de notre laboratoire ont permis de démontrer l’importance du récepteur 
CCR7 dans la migration des monocytes (Côté et al., 2009 ; Allaire & Dumais, 2012 ; Allaire et 
al., 2013). De plus, l’expression de CCL19 et CCL21, les ligands naturels de CCR7, est 
fortement modulée par l’inflammation, les infections (Shi & Pamer, 2011 ; Förster et al., 2008) et 
est caractéristiques de plusieurs pathologies du cerveau (Alt et al., 2002 ; Columba-Cabezas et 
al., 2003). Le passage de monocytes infectés à travers la BHE pour se rendre au SNC est un 
mécanisme encore peu connu. Récemment, les récepteurs CCR5 et CXCR4 ont été démontrés 
comme ayant un rôle dans la migration des monocytes à travers la BHE humaine (Cartier et al., 
2005). Étant donné que la migration des monocytes tient un rôle important dans la propagation 
des pathogènes et l’exacerbation de plusieurs maladies telles que la sclérose en plaques 
(Krumbholz et al., 2007) et la dépression (Maes et al., 2008), il est nécessaire de déterminer si 
l’expression de CCR7 possède un rôle clé dans la migration des monocytes à travers la BHE en 
réponse à l’activation des TLR1/2, TLR4 et TLR9.  
 
Pour ce faire, nous proposons les objectifs suivants : 
 
1. Développer un modèle in vitro mimant la BHE utilisant des lignées de cellules primaires. 
 
1.1!Déterminer, via la mesure de TEER, la concentration idéale des cellules NHA et 
HBMEC en co-culture afin d’obtenir une BHE fonctionnelle. 
 
1.2!Déterminer, via la mesure de TEER, le temps de co-culture idéale des cellules NHA et 
HBMEC afin d’obtenir une BHE fonctionnelle. 
 
1.3!Démontrer l’imperméabilité de la BHE in vitro via des mesures de TEER avec des 
essais de transmigration des monocytes sanguins. 
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2. Évaluer les effets de l’activation des TLR1/2, TLR4 et TLR9, trois TLR répondant à des 
composants bactériens Gram + et Gram -, sur l’expression et la fonctionnalité de CCR7 dans les 
monocytes.  
 
2.1!Déterminer l’effet de l’activation des TLR sur la transcription de l’ARNm de CCR7 
par PCR en temps réel. 
 
2.2!Démontrer l’effet de l’activation des TLR sur l’expression de CCR7 par cytométrie en 
flux.  
 
2.3!Vérifier si l’activation des TLR module la fonctionnalité de CCR7 par des essais de 
chimiotaxie en réponse à CCL19 et CCL21.  
 
3. Déterminer, via des essais de chimiotaxie, si les monocytes peuvent migrer à travers la BHE en 




CHAPITRE II  
Optimisation d’un modèle in vitro de la BHE : application à des essais de transmigrations 




1.1 Avant-propos  
 
 
La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une barrière sélective qui sépare le cerveau de la 
circulation sanguine. Cette barrière physiologique tient un rôle essentiel dans l’homéostasie du 
cerveau et du système nerveux central (SNC). Les modèles in vitro de la BHE sont des outils 
précieux pouvant précédés et complémentés des études portant sur le développement et la 
progression de maladies attaquant le SNC. À ce jour, divers modèles de la BHE utilisant des 




Dans l’article suivant, nous avons optimisé un modèle in vitro en deux dimensions de la BHE 
développée à partir de cellules endothéliales microvascularisées du cerveau humain et des 
astrocytes humains. Nous avons validé l’efficacité du modèle avec des essais de transmigration 
de monocytes sanguins envers la chimiokine CCL19, le ligand naturel du récepteur à chimiokine 
CCR7. Ce modèle peut être utilisé pour effectuer diverses expériences liées à des études portant 
sur les rôles de la BHE dans l’homéostasie cérébrale et le développement de maladies. L’article a 
été écrit sous la supervision de ma directrice de recherche, Nancy Dumais, Ph.D. J’ai effectué la 
moitié des travaux présentés dans cet article, l’analyse des résultats et leurs représentations 





1.2 Manuscrit de l’article 
 
 
Cet article est publié dans Methods X. Voici les auteurs et le titre qu’il porte:  
 
 
Optimization of an in vitro human blood–brain barrier model: application to blood 
monocytes transmigration assays 
Alexandre Paradis, David Leblanc and Nancy Dumais 
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The blood brain barrier (BBB) is a selectively permeable barrier that separates the circulating 
blood from the extracellular fluid of the brain and is an essential component in brain homeostasis. 
In vitro BBB models are valuable supporting tools that can precede and complement animal and 
human studies of the development and progression of the central nervous system diseases. At 
present, mono-, co-, and tri-culture models that use porcine, murine, or human cells have been 
developed. We have optimized a two-dimensional model of the human BBB using primary 
human brain microvascular endothelial cells and normal human astrocytes. We have validated the 
effectiveness of our model with transmigration assays of human blood monocytes toward CCL19, 
a natural ligand of the chemokine receptor CCR7. This model offers the following advantages: 
 
•! It is simple, convenient, and requires small quantities of material, reagents, and primary 
cells. 
 
•! It can be used to assess brain capillary permeability in the presence of xenobiotic, pro-
inflammatory, or other substances. 
 
•! It can be used to monitor cell migration through the BBB. 
 
Method name  
2-D human blood brain barrier for transmigration assays.  
 
Keywords 







Mimicking the physiology and functional responses of the blood-brain barrier (BBB) in vitro is a 
challenging task. Many techniques have been described including an in silico model, 
immobilized artificial membrane chromatography, and a parallel artificial membrane used for 
predicting drug permeability across specific physiological membranes in vivo [1,2]. Over the 
years, new cell culture techniques and improved technologies have provided the necessary tools 
to create more realistic in vitro cell-based BBB models to advance our understanding of BBB 
physiology and function [1-4]. Highly purified populations of cultured human brain cells (human 
brain microvascular endothelial cells [HBMEC]) and normal human astrocytes (NHA) exhibit 
excellent characteristics for studying the developmental and pathophysiological processes of the 
BBB. These cultures are more tedious to grow than other cell lines and require many technical 
skills to establish an appropriate BBB model. However, primary human cells used in co-culture 
provide a more realistic BBB model than mono-cultures and cell line co-cultures [1-4]. 
 
Here, we describe a method based on the BBB model developed initially by Persidsky et al. and 
Ifergan et al. [3-5]. Primary human endothelial cells and astrocytes are co-cultured using 
ThincertsTM tissue culture inserts to obtain a selective and tight in vitro model of the human 
BBB. This method includes a detailed protocol to facilitate the generation of a functional in vitro 
BBB model optimized to perform transmigration assays of human blood monocytes in response 
to chemokines. The method is outlined below, in two steps. 
 
Step 1. Preparation of confluent human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) 
and normal human astrocytes (NHA) 
 
Materials and Reagents 
 
•! Human Brain Microvascular Endothelial Cells (Cell Systems, Cat# ACBRI-376, Kirkland, 
WA, USA). 
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•! Normal human astrocytes (Cell Systems, Cat# ACBRI-371). 
•! Complete Classic Medium Kit With Serum and CultureBoost (Cell Systems, Cat# C4Z0-
500). 
•! CSC complete serum-free medium with RocketFuel (Cell Systems, Cat# SF-4Z0-500). 
•! BAC-OFF'' antibiotic (Cell Systems, Cat# 4Z0-643). 
•! Attachment Factors (Cell Systems, Cat# 4Z0-210). 
•! Passage Reagent Group™ (Cell Systems, Cat# 4Z0-800). 
•! Tissue culture dish, 150mm (Life Technologies, Cat# 130183, Burlington, ON, Canada). 
•! PRIMARIATM tissue culture dishes, 100 mm (Life Technologies, Cat# 353803).  




1.! Preheat Attachment Factors at 37°C.  
2.! Completely coat 100-mm adherent cell plates with 1.5 or 2.0 mL preheated Attachment   
Factors for HBMEC and NHA, respectively.   
3.! Thaw 7.5 × 105 HBMEC (Passage 4) and 1 × 106 NHA (Passage 4).  
4.! Culture the cells in the prepared plates in 10 mL Complete Classic Medium Kit with 
Serum plus antibiotics for the HBMEC, or 15 mL CSC complete serum-free medium with 
RocketFuel plus antibiotics for the NHA, according to the manufacturer’s protocols. 
5.! Incubate the culture plates at 37°C in 5% CO2. 
6.! Add fresh medium daily for 6 days. Under these experimental conditions, HBMEC and 
NHA should form a confluent monolayer and enough cells should be present at 6 days to 
form the model. 
7.! To form the human BBB co-culture model, gently remove HBMEC and NHA from their 
adherent plates by sharply rapping the culture vessel using cell scrapers with reagents 
from the Passage Reagent Group, according to the manufacturer’s protocol 
 
Step 2. Preparation of the human BBB co-culture model 
 
Materials and Reagents 
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•! ThinCertsTM 3-μm tissue culture inserts for 24-well culture plates and assorted plates 
(Greiner Bio One, Cat # 662631, Monroe, NC, USA). 
•! 12-well culture plates (Corning, Cat # 662631, New York, NY, USA). 
•! Parafilm (Ultident, Cat # 662631, Saint-Laurent, QC, Canada). 
•! Fibronectin (Sigma-Aldrich, Cat# F1056-5MG, Oakville, ON, Canada). 
•! Ohm meter ''EVOM'' (World Precision Instrument, Cat# EVOM Sarasota, FL, USA). 
•! Chopstick Electrode Set for EVOM2, 4 mm (World Precision Instrument, Cat# STX2). 







The BBB model consists of two-compartment wells in a 24-well culture plate, with an upper and 
lower compartment separated by a ThinCertTM porous membrane. The membrane is a 
polyethylene terephthalate capillary pore membrane with a 3-μm pore size and a surface area of 
0.336 cm2. This system mimics several aspects of the native in vivo conditions (Figure 1A) and 
the membrane features a physical surface that provides for optimal cell attachment and growth, 
making the set-up ideal for study of the migration and invasion of cells through a selective 
membrane, such as the BBB. ThinCertTM is available with several membrane pore sizes and the 
best choice depends on the intended application. The 3-μm pore size used here is ideal for 
chemotactic migration and adds additional selectivity for monocyte transmigration, as monocytes 
are generally 15−25 μm in diameter.  
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Figure 1. Method for NHA culture on the external side of membrane inserts. (A) ThincertsTM 
two-compartment system. Inserts positioned in a 12-well plate after the addition of NHA culture 
(B), and NHA culture adhesion between the insert and the 12-well plate cover (C).  
 
Assessment of the BBB integrity 
 
Confirmation of the BBB integrity is essential to perform reliable in vitro experiments. To do so, 
quantitative and qualitative techniques have been developed. Transendothelial Electrical 
Resistance (TEER) measurement has been extensively used to measure the resistance of tight 
junctions in BBB models [6-11]. During model development, the cell monolayer on the apical 
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membrane of the inserts becomes confluent. The tight junctions that form at this time will 
increase the TEER, which can be measured as an increase in electrical resistance. The resistance 
to ion flow across the BBB can be measured and used as a quantitative indicator of the  y is 
essential to perform reliable in vitro experiments. To do so, quantitativmonolayers in vitro is 
estimated to be between 20 and 200 	 *cm2 [13]. The TEER value of a typical HBMEC-NHA 
co-culture is approximately 200  50 	 *cm2 [14]. The TEER method is non invasive and is 
best suited to continuously monitor the BBB integrity in live cells during their various stages of 
growth and development [11].  
 
Alternatively, the integrity of the in vitro human BBB model can be assessed by measuring the 
permeability of paracellular compounds of various molecular weight such as [14C] sucrose flux 
or Lucifer yellow permeability assays (Reviewed in [11]). These tracer compounds indicate the 
endothelial permeability coefficient, the paracellular water flow as well as the pore size of the 
tight junctions [11, 15-17]. However, the use of such compounds renders the tested BBB 
unusable for further experiments. In addition, qualitative insights into the barrier integrity can be 
provided by immunostaining for proteins of tight junctions such as occluding, ZO-1 and ZO-2.  
Here, the barrier integrity of the BBB model was assessed by the non invasive TEER method that 
is a strong indicator of the integrity of cellular barriers [11].  
 
 
Day 1:  
 
1.! Add 50 µL of a 168 μg mL-1 solution of fibronectin in phosphate-buffered saline (PBS) to 
extend the external side of each membrane insert by 2.5 µg cm2 of fibronectin.  
2.! Let dry for 3 h.  
3.! Dispose of the inserts in the 24-well plates.  
4.! Add 50 µL of a 168 μg mL-1 solution of fibronectin in PBS to extend the internal side of 
each membrane insert by 2.5 µg cm2 of fibronectin.   
5.! Let dry overnight.  
 
Day 2:  
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1. Preheat Attachment Factors and CSC complete serum-free medium (for NHA culture) at 
37°C.  
2. Concentrate NHA and HBMEC to 1 × 107 cells 20 µL-1 from a 5 × 104 cells mL-1 
preparation, according to the Passage Reagent Group protocol. 
3.! Place inverted inserts in 12-well plates.  
4.! Add 30 µL Attachment Factors on the external membrane insert and distribute evenly with 
a sterile pipet tip.  
5.! Once coated, add a band of sterile Parafilm to both sides of the plate so that it does not 
completely close later.   
6.! On the external sides of the membrane inserts containing the Attachment Factors, gently 
add 200 µL of NHA (Figure 1B).  
7.! Gently put the lid of the 12-well plates containing inserts so that the plate is closed 
halfway, which will keep the NHA culture in contact with both the external membrane of 
the inserts and the lid (Figure 1C). This step is critical. The NHA droplet must stay in 
contact with the lid and membrane insert during the 2-h incubation. The droplet will fall if 
the lid closes completely, and fewer astrocytes will lay down on the membrane, leading to 
incomplete co-culture and altered TEER values. 
8.! Incubate at 37°C in 5% CO2 for 2 h.  
9.! During this time, fill each well that will contain inserts with 500 µL CSC complete serum-
free medium for NHA culture.  
10.! After incubation, replace inserts with sterile pliers on the right side in the 24-well plate 
previously filled with NHA medium.   
11.! Add 50 µL Attachment Factors on the internal membrane insert surface of each insert.  
12.! Add 200 µL HBMEC.  
13.! Incubate at 37°C in 5% CO2 for 2 h. 
14.! Add 100 µL Complete Classic Medium Kit with Serum for HBMEC culture into each 
insert.  
15.! Incubate overnight at 37°C and 5% CO2. 
 
Day 3:  
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1.! Transfer each insert into a new 24-well plate previously filled with 500 µL of warmed 
CSC medium for NHA culture. This step prevents the presence of astrocytes in the lower 
chamber of the wells that might not have fully adhered on the external side of the membrane 
insert.  
2.! Gently remove HBMEC medium in each insert and add 300 µL of warmed medium for 
HBMEC culture; be careful not to pierce the membrane insert.  
3.! Measure TEER twice on each co-culture with an epithelial voltohmmeter after sterilizing 
the electrodes with 95% alcohol and rinsing with PBS. Measurements should be taken at 
room temperature 3-4 h after each medium renewal by placing the upper side of the 
electrode inside the inserts (HBMEC medium) without touching the membrane, and placing 
the lower side inside the well (NHA medium). TEER can vary dramatically depending on 
the method applied and precision during measurement. It is important to maintain the 
electrode distance and location when using chopsticks in different inserts, and to measure the 
resistance at least twice per insert to obtain reproducible results. To improve measurement 
reproducibility and stability, it is important that the electrodes stay immersed in the culture 
media and to maintain a steady position as excessive movement will cause measurement 
fluctuation. TEER measurements of inserts without cells should be subtracted from the 
TEER values obtained with inserts containing cells. TEER values will be in Ω*cm2. 
 
Days 4−6:  
 
1.! Avoid acidification by refreshing the medium for NHA in the lower chamber and HBMEC 
inside the insert by gently aspiring the old medium and replacing it with the appropriate 
fresh medium.  
2.! Measure TEER twice each day.   
3.! Once the measured TEER value is near 200 ± 50 Ω*cm2, there are sufficient tight 
junctions and interactions present between the HBMEC and NHA in the model. It should 





Step 3. Validation of the model with transmigration assays 
 
Chemotactic-cytokines chemokine receptor type 7 (CCR7) is one of the most prominent 
chemokine receptors in the adaptive immune system and an important migration receptor [18]. It 
is expressed in various subsets of immune cells [19], including monocytes [20]. The receptor has 
two specific ligands, C-C motif chemokine 19 (CCL19) and CCL21 [19]. These are up-regulated 
during neuro-inflammation [21, 22]. We used freshly isolated monocytes in CCR7-dependent 
transmigration assays to assess the co-culture of HBMEC and NHA model of cell migration 
through the BBB.  
 
Materials and Reagents 
 
•! Lymphocyte Separation Medium (Wisent, Cat# 305-010-CL). 
•! EasySep human monocytes enrichment kit without CD16 depletion (Stemcell 
Technologies, Cat# 19059, Vancouver, BC, Canada). 
•! Cell Dissociation Buffer (Life Technologies, Cat# 13151-014). 
•! Bovine Serum Albumins (BSA; Sigma-Aldrich, Cat# ALB001-100). 
•! CCL19 (R&D Systems, Cat# 361-MI-025, Minneapolis, MN, USA). 
•! Prostaglandin E2 (PGE2; Sigma-Aldrich, Cat# P5640-1MG). 
•! Antigen-presenting cells (APCs) from mouse anti-human cluster of differentiation 14 
(CD14; BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada, Cat# 340436). 
•! Mouse IgG2a APC (R&D Systems, Cat# MAB004). 
•! FACSCalibur Flow Cytometer System (BD Bio-sciences, San Jose, CA, USA). 




1.! Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from healthy donors with 
Lymphocyte Separation Medium, according to the manufacturer’s instructions.  
2.! Monocytes were isolated from PBMCs using EasySep human monocyte enrichment kit 
without cluster of differentiation 16 (CD16) depletion, according to the manufacturer’s 
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instructions. Magnetic immunoselection yielded an average purity of 98%. The purity was 
assessed by flow cytometric analyses, as recommended by the manufacturer, and isolated 
monocytes were stained with cluster of differentiation 14 (CD14)-fluorescein 
isothiocyanate (FITC) and anti-Biotin-phycoerythrin (PE) that labeled non-monocytes 
with a fluorescent dye.  
3.! Freshly isolated monocytes were maintained in culture in RPMI 1640 medium 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) alone or with PGE2 
that has been previously shown to up-regulate CCR7 expression in monocytes [15].  
4.! On the day of transmigration assays, cells were harvested using Cell Dissociation Buffer, 
as described by the manufacturer’s instructions.  
 
The BBB inserts were prepared as described earlier with the following modifications:  
 
1.! NHA medium was removed from the wells’ lower chambers and the new medium 
immediately supplied.  
2.! Either 400 μL of 300 ng mL-1 chemokine CCL19 solution diluted in NHA medium, or 
NHA medium alone, was added to wells’ lower chambers. The NHA medium was used 
by itself to control for spontaneous migration. 
3.! The HBMEC medium was gently removed from inserts and the new solution immediately 
supplied. 
4.! 1,5 × 105 freshly isolated blood monocytes were resuspended in 150 µL NHA medium 
and then added to upper chambers. 
5.! The cells were incubated at 37°C and 5% CO2 for 4 h.  
6.! 300-μL aliquots of the cells in the lower chamber were removed and washed twice in 3% 
BSA in PBS.  
7.! Cells were stained with APC mouse anti-human CD14 or with the corresponding isotype, 
APC mouse anti-human IgG2a. Both APCs were diluted 1:200 with 3% BSA in PBS. 
8.! CD14+ cells were counted with BD FACSCalibur by acquiring events for 60 seconds 
using CellQuest software. The percentage of cells that migrated was calculated as follows: 
the number of cells that migrated in response to medium only was subtracted from the 
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number of cells that migrated in response to the medium supplemented with CCL19. This 
number was reported relative to the total number of cells. 
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Additional Information  
 
Validation of the BBB integrity 
 
To optimize the human BBB model, we performed a series of preliminary experiments to 
determine cell concentrations that lead to the formation of a functional BBB. To do so, different 
concentrations of HBMEC and NHA cells were tested. The functionality of the BBB was 
confirmed by determining the TEER value over 5 days at different concentrations of HBMEC 
and NHA (Figure 2). Data suggest that 6 days of co-cultivation of HBMEC and NHA at a 
concentration of 1 × 105 cells insert-1 produces the most successful BBB model, as determined by 
the TEER value (160 ± 30 Ω*cm2). In addition, we validated the importance of NHA interactions 
with HBMEC in the formation of a tight BBB. TEER values of primary cells alone or combined 
were taken over 4 days (Figure 3). HBMECs combined with NHA demonstrated the highest 
TEER, 180 ± 19 Ω*cm2, while TEER values of cells alone were lower: values for HBMEC were 
98 ± 10 Ω*cm2;; values for NHA were 47 ± 6 Ω*cm2. 
 
The permeability toward monocyte transmigration confirmed that the co-cultured endothelial 
monolayer was intact in our BBB model, consistent with a “tight” BBB (Figure 4). The number 
of monocytes that spontaneously migrated was 0.18% in the co-cultures model, which was lower 
than through the filter alone, the HBMEC monolayer, or the NHA monolayer (2.01%, 1.14%, and 
0.89%, respectively; Figure 4A). We also determined the specific migration in response to 
CCL19 (Figure 4B). Results confirmed that the formation of a tight BBB limits the migration of 
freshly isolated monocytes. Since we previously demonstrated that treatment with PGE2 increases 
CCR7 functionality in monocytes [20], PGE2-treated monocytes were tested in the BBB model. 
Up-regulation of CCR7 expression led to a better transmigration through the BBB model. 
Altogether, our results suggest that the optimized in vitro human BBB model using HBMEC and 






Overall utility and limitations of the BBB model 
Altogether, our results suggest that the optimized in vitro human BBB model using HBMEC and 
NHA can serve as a reliable standard system for human monocyte transmigration assays in the 
central nervous system. In this co-culture model, TEER measurements were used to assess the 
BBB integrity. However, the presence of proteins characteristic of tight junctions was not 
evaluated by immunostaining. Instead, data obtained from spontaneous migration of monocytes 




Figure 2. Time course of Transendothelial Electrical Resistance (TEER) of cells in the 
model. TEER was used to assess the formation of the BBB. (A) 1 × 105 HBMEC, (B) 2.5 × 105 
HBMEC, and (C) 5 × 105 HBMEC. Electrical resistance of the blank inserts with media alone 
was subtracted from the TEER of co-cultures. Data represent the mean of three different 
experiments, each with two TEER measurements, ± SD.  
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Figure 3. Development of TEER in different monolayers and co-cultivation cultures. The 
co-culture TEER values were evaluated by subtracting the TEER of the blank insert. Data 
represent the mean ± SD. Each co-culture model (n) was carried out in triplicate and TEER 




Figure 4. TEER and the percentage of blood monocytes that migrated across the BBB in 
different models. The cell-induced as well as co-culture TEER values were evaluated by 
subtracting the TEER of the blank insert. (A) Percentage of spontaneous migration vs. TEER 
values. (B) Percentage of specific migration toward CCL19 vs. TEER values. For the last 
condition, monocytes were treated for 24 h with PGE2 before the migration assay through the 
BBB model. Data represent the mean of four independent experiments, ± SD. Statistical analysis 
was performed using Student t-test; *, p < 0.05; **, p < 0.01, ***, p < 0.001, ****, p < 0.0001). 
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CHAPITRE III  
Régulation de l’expression du récepteur CCR7 chez les monocytes via l’activation des 




1.1 Avant-propos  
 
 
Les récepteurs TLR sont exprimés par plusieurs cellules immunitaires, dont les monocytes. Ces 
récepteurs jouent un rôle important dans la reconnaissance des motifs bactériens et l’initiation de 
la réponse immunitaire et inflammatoire. Les réactions inflammatoires entrainent un important 
recrutement des monocytes par chimiotaxie dans les tissus où se produit l’inflammation. Leur 
recrutement excessif et/ou prolongé entrave la résolution de l'inflammation et est caractéristique 
de nombreuses maladies, y compris celles touchant le système nerveux central. De plus, il a été 
démontré que l’activation des TLR modulait la migration des cellules dendritiques via 
l’expression du récepteur à chimiokine CCR7. Des études prouvent également que les 
chimiokines CCL19 et CCL21, les ligands spécifiques au récepteur CCR7, sont exprimées par les 
cellules du système nerveux central. Puisque le mécanisme de migration des monocytes vers le 
SNC est encore peu connu et que ce phénomène, lors d’infection bactérienne, engendre diverses 
maladies du cerveau, nous avons déterminé si l’activation des TLR par des motifs bactériens 
(PAMPs) module l’expression de CCR7 chez les monocytes, les rendant ainsi aptes à transmigrer 
à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE). 
 
 
Dans l’article suivant, nous avons démontré que l’activation de TLR4 augmente fortement la 
migration CCR7 dépendante des monocytes et leur transmigration à travers la BHE en réponse à 
CCL19. L’article a été écrit sous la supervision de ma directrice de recherche, Nancy Dumais, 
Ph.D. J’ai effectué la majorité des travaux présentés dans cet article. Les essais de 
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transmigrations des monocytes sanguins à travers la BHE ont été faits avec l’aide de Stéphane 
Bernier, B.Sc.  
 
1.2 Manuscrit de l’article 
 
 
Cet article sera soumis à Biochemical and Biophysical Research Communications. Voici les 
auteurs et le titre qu’il portera :  
 
 
Regulation of CCR7 receptor expression in monocytes by Toll-like receptors activation. 
Alexandre Paradis, Stéphane Bernier and Nancy Dumais1* 
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In this study, we examined whether bacterial pathogen-associated molecular patterns 
recognized by toll-like receptors (TLRs) can modify the CCR7-dependent migration of human 
monocytes. MonoMac-1 (MM-1) cells and freshly isolated human monocytes were cultivated 
in the presence of agonists for TLR4 (which senses lipopolysaccharides from gram-negative 
bacteria), TLR1/2 (which senses peptidoglycan from gram-positive bacteria), and TLR9 
(which recognizes bacterial DNA rich in unmethylated CpG DNA). CCR7 mRNA 
transcription was measured using quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
and protein expression was examined using flow cytometry. CCR7 function was monitored 
using migration and transmigration assays in response to CCL19/CCL21, which are natural 
ligands for CCR7. Our results show that TLR4 strongly increases monocyte migratory 
capacity in response to CCL19 in chemotaxis and transmigration assays in a model that 
mimics the human blood-brain barrier, whereas TLR1/2 and 9 have no effect. Examination of 
monocyte migration in response to TLRs that are activated by bacterial components would 
contribute to understanding the excessive monocyte migration that characterizes the 
pathogenesis of bacterial infections and neurodegenerative diseases. 
 





Toll-like receptors (TLRs) play an important role in pathogen recognition and in the initiation 
of innate immune and inflammatory responses [1-4]. Ten functional TLRs have been 
discovered in human; these differ in their ligand specificities, expression patterns, signaling 
pathways, and target genes [5]. TLRs are expressed on the cell membrane (TLR1, TLR2, 
TLR4, TLR5, TLR6, TLR10) or intracellularly on the endoplasmic reticulum, endosomes, and 
lysosomes (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Various pathogen-associated molecular patterns 
(PAMPs) derived from viruses, pathogenic bacteria, and fungi, as well as from parasitic 
protozoa, are recognized by TLRs [5, 6].  
 
Inflammatory monocytes are rapidly recruited to sites of inflammation, but their excessive 
and/or prolonged recruitment hinders the resolution of inflammation and is a hallmark of 
numerous diseases, including those of the central nervous system (CNS) [7]. A number of 
chemokines and their receptors have been implicated in the recruitment of monocytes from the 
blood and into the brain. CCR5 is expressed by monocytes and is important for the trafficking 
of monocytes to sites of inflammation in some models of disease [8]. In the brain, the 
expression of its ligand, CCL5 (RANTES), is highly upregulated during 
infection/inflammation [9-10]. Another chemokine of interest that controls the trafficking of 
monocytes into the brain parenchyma is SDF-1/CXCL12, in conjunction with its receptor 
CXCR4, expressed by monocytes [11]. 
 
Chemokines CCL19 and CCL21, which are important for cellular migration, are expressed by 
lymphatic endothelia as well as within lymph nodes by stromal cells, endothelial cells, and 
dendritic cells (DCs) [12-14]. CCL19 mRNA transcripts are constitutively expressed on the 
endothelial cells of post-capillary venules in the brain and spinal cord under physiological 
conditions, whereas the expression of CCL21, another CCR7 ligand, is induced in post-
capillary venules only during neuroinflammation [15, 16]. CCL19 transcripts were also 
detected in normal human brain homogenates, whereas expression levels were elevated in 
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homogenates from active and inactive MS lesions [17]. These chemokines are the natural 
ligands of CCR7, which is expressed in DCs [18], T and B cells [19], and monocytes [20]. 
Recently, it has been shown that TLR activation modulates dendritic cell migration via CCR7 
receptor activation [21].  
 
In this study, we examined whether bacterial PAMPs recognized by TLRs can modify the 
CCR7-dependent migration of human monocytes. MonoMac-1 (MM-1) cells and freshly 
isolated human monocytes were cultivated in the presence of agonists for TLR4 (which senses 
lipopolysaccharides, LPS, from gram-negative bacteria), TLR1/2 (which senses peptidoglycan 
from gram-positive bacteria), and TLR9 (which recognizes DNA enriched in unmethylated 
bacterial CpG DNA), and CCR7 expression and functionality were assessed. Our results show 
that TLR4 strongly increases monocyte migratory capacity in response to CCL19 in 
chemotaxis assays and in an in vitro model that mimics the human blood-brain barrier.  
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Lipopolysaccharides from Escherichia coli 026:B6 (LPS) were purchased from Sigma-Aldrich 
(Saint Louis, MO, USA). CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODN) and synthetic triacylated 
lipoprotein (PAM3CSK4) were purchased from Invivogen (San Diego, CA, USA). The 
chemokines CCL19 and CCL21 were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, 
USA). 
 
2.2. Cell culture 
MM1 cells (ACC 252), an acute peripheral monoblastic leukemia derived cell line (German 
Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany), was cultured in 
RPMI 1640 media (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine 
serum (FBS), non-essential amino acids (NEAA), 1 mM sodium pyruvate, 100 I.U. penicillin 
G, and 100 μg/mL streptomycin (all supplements were obtained from Wisent, St-Bruno, QC, 
Canada). 
The in vitro blood-brain barrier (BBB) model uses primary cultures of both human brain 
microvascular endothelial cells (HBMECs, ACBRI-376) and normal human astrocytes 
(NHAs, ACBRI-371), which were obtained from the Applied Cell Biology Research Institute 
(ACBRI) Kirkland, WA. HBMECs were cultured in CS-C complete serum-free medium 
(ABCRI, CSF-4Z0-500) and NHAs were cultured in the Complete Classic Medium Kit with 
Serum and CultureBoost (ABCRI, C4Z0-500). Antibiotic (BAC-OFF; ABCRI, 4Z0-643) was 
added to both media. Both primary cell lines were also cultured with attachment factors 





2.3. Blood monocytes isolation 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from healthy donors using 
Lymphocyte Separation Medium (Wisent, St-Bruno, Qc) following the manufacturer’s 
instructions. Monocytes were isolated from PBMCs by magnetic immunoselection using the 
EasySep human monocyte enrichment kit without CD16 depletion (Stemcell Techonologies). 
The purity was assessed by flow cytometric analyses as recommend by the manufacturer, and 
isolated monocytes were fluorescently stained with CD14-FITC and anti-Biotin-PE, which 
labels non-monocytes. 
2.4. Reverse transcriptase and real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-
PCR and qPCR) 
Total RNA was prepared from 3 × 106 cells after stimulation using the NucleoSpin RNA II Kit 
(Macherey-Nagel, Bethlehem, PA, USA) following the manufacturer’s instructions. Two 
micrograms of total RNA were reverse-transcribed into cDNA in the presence of 200 units of 
M-MLV RT (Promega, Madison, WI, USA), 0.5 μg oligonucleotide d(T), 500 μM dNTPs, and 
5× M-MLV RT Buffer at 42°C for 1 h. Two micrograms of cDNA were diluted (1:64) and 8 
μl of this dilution was used in the PCR mixture for CCR7 amplification. The PCR mixture 
consists of 0.4 μM of forward and 0.4 μM reverse primer for CCR7 or for the reference genes 
SDHA-1 and PPIB (Table.1), 0.4 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 0.250× SybrGreen (Invitrogen, 
Burlington, ON, Canada), and 1.25 units of Omni Klentaq (DNA Polymerase Technology, 
Inc., St. Louis, MO, USA). The PCR cycling conditions consisted of initial denaturation at 
95°C for 3 min and then 40 cycles of 95°C for 10 s, 60°C for 40 s, 72°C for 40 s, and an 
additional 7 min extension after the last cycle in the T Gradient (Biometra, Goettingen, 
Germany).  
After the PCR was performed, a dissociation/melting curve was constructed in the range of 
65°C to 95°C. All amplifications and detections were carried out in a Bio-Rad Hardshell® PCR 
plate 96-well with optical tape. At each cycle, the accumulation of PCR products was detected 
by monitoring the increase in fluorescence by dsDNA-binding SYBR Green. PCR products 
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were analyzed by CFX ConnectTM real-time PCR Detection System (Bio-Rad, Mississauga, 
ON, Canada). Preliminary experiments were performed to ensure the linearity of the PCRs. 
The fold increase in the expression of the specific target mRNA compared to normal controls 
was calculated as 2–(ΔΔCt).  
Table 1. Primers used in real-time qPCR assays 
Target MgCl2 Forward primer Reverse primer 
CCR7 2 mM 5!-GTGGTGGCTCTCCTTGTCAT-3! 5!-TGTGGTGTTGTCTCCGATGT-3! 
SDHA-1 2 mM 5!-ACCTGGTTGTCTTTGGTCGG -3! 5!-A TTCTTCCCCAGCGTTTGGT-3! 
PPIB 3.5 mM 5!-TTCTGCGGCCGA TGAGAAGA-3! 5!-CGGCCTACATCTTCATCTCCAA-3! 
 
2.5. Flow cytometry 
Three million cells were treated for 48 h with the indicated stimulants. Cells were 
subsequently collected and washed twice with ice-cold 1× phosphate-buffered saline (PBS) 
containing 3% bovine serum albumin (BSA). The Fc receptors were blocked using human 
serum (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 15 min at room temperature and 
the cells were washed with 1× PBS + 3% BSA. Cells were stained with anti-CCR7 coupled to 
allophycocyanin (R&D Systems) or were incubated with the corresponding isotype, Mouse 
IgG2a K Isotype Control labeled with allophycocyanin (APC; BD Biosciences). Freshly 
isolated monocytes were double-stained with anti-CCR7 APC and anti-CD14 APC (BD 
Biosciences) or were incubated with the corresponding isotypes. Fluorescence was read using 
BD FACSCalibur (BD Biosciences) and the results were analyzed using CellQuest software 
(BD Biosciences). 
2.6. Chemotaxis assay 
Chemotaxis of cells was measured by migration through a polycarbonate filter with 5-μm pore 
size in 96-well Transwell chambers (Millipore, Nepean, ON, Canada). The lower chamber 
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contained 150 μL of a 300 ng/ml dilution of chemokine CCL19 or CCL21, or medium alone 
as a control (spontaneous migration), and the upper chamber contained 1 × 105 cells in 75 μL 
of medium, which were either stimulated with TLRs agonists for the indicated time points, or 
left unstimulated. Chambers were incubated for 4 h at 37°C. A 150-μL aliquot of the cells that 
migrated to the bottom chamber was counted using BD FACSCalibur (BD Biosciences) by 
acquiring events for a fixed time period of 60 s using CellQuest software (BD Biosciences). 
Spontaneous migration was subtracted to calculate the specific migration. The percentage of 
migrated cells was calculated as follows: the number of migrated cells in response to medium 
only was subtracted from the number of migrated cells in medium supplemented with CCL19 
or CCL21, and this number was reported according to the total input of cells. Each experiment 
was performed in triplicate and repeated a minimum of three times.  
2.7. Chemotaxis assay through the BBB model 
The BBB model used consists of 2-compartment wells in a 24-well culture plate (ThinCertTM, 
Greiner Bio One, Germany), with the upper compartment separated from the lower by a 3-μM 
polyethylene terephthalate (PET) insert (surface area = 0.336 cm2). HBMECs were grown to 
confluency on the upper side of the insert, while confluent layers of NHAs were grown on the 
underside. The formation of a functional and intact BBB takes a minimum of 6 days, and can 
be confirmed by determining the transendothelial electrical resistance (TEER) using an ohm 
meter (EVOM; World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA). Then, the chemotaxis of 
cells was measured by assessing migration through the established BBB culture. The lower 
chamber contained 400 μL of a 300 ng/ml dilution of the chemokine CCL19, or Complete 
Classic Medium with serum alone as a control (spontaneous migration), and the upper 
chamber contained 1.5 × 105 cells either stimulated with TLR agonists, or left unstimulated, in 
150 μL of medium. Chambers were incubated for 4 h at 37°C and a 150-μL aliquot of the cells 
that migrated to the bottom chamber was washed twice in PBS + 3% BSA and counted using 
BD FACSCalibur by acquiring events for a fixed time period of 60 s using CellQuest 
software. Each experiment was performed in triplicate and repeated at least three times.  
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2.8. Statistical analysis 
All results were calculated as the mean ± SEM of independent experiments. Statistics were 





3.1 TLR activation upregulates CCR7 mRNA production and function without affecting 
surface expression in MM-1 cells 
 
MM-1 is a human cell line with the properties of blood monocytes that can be used as a model 
system to study monocytic functions in vitro [22]. We first used real-time qPCR to examine 
whether TLR activated by bacterial products could modulate CCR7 transcription in MM-1 
cells. MM-1 cells were treated with TLR agonists: 0.01 μg/ml PAM3CSK4 (TLR1/2), 0.1 
μg/ml LPS (TLR4), or 5 μg/ml CpG oligodeoxynucleotides (TLR9) for 2 to 24 h (Figure 1A). 
Treatment of MM-1 cells with TLR1/2 and TLR4 agonists significantly upregulated CCR7 
mRNA transcription, whereas the activation of TLR9 had no effect.  
 
Next, we established whether the CCR7 receptor is expressed at the cell surface of TLR-
stimulated MM-1 cells. Cells were incubated in the presence or absence of PAM3CSK4, LPS, 
and CpG oligodeoxynucleotides for 24 and 48 h. The surface expression of CCR7 was 
analyzed using flow cytometry (Figure 1B and 1C). Our results showed that MM-1 cells 
basally express CCR7 (5.6%, with a mean fluorescence intensity, MFI, of 3.1). However, after 
48 h, cell surface expression was upregulated by PAM3CSK4 (13.9% with an MFI of 3.5) and 
CpG oligodeoxynucleotides (9.8% with an MFI of 2.9) but not by LPS (7.1% with an MFI of 
2.4). After 24 h of treatment, the TLR agonist did not affect CCR7 surface expression on MM-




Figure 1. Effects of TLR agonists on CCR7 expression in the MonoMac-1 (MM-1) cell 
line. MM-1 cells were stimulated with TLR agonists. (A) Total RNA was extracted and 
subjected to real-time-RT-PCR to detect the presence of CCR7 mRNA. Data represent the 
mean of three different experiments ± SD. (B) CCR7 surface expression was evaluated by 
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FACS. Data represent one of six different independent experiments. (C) Histograms of CCR7 
surface expression evaluated by FACS. Data represent the mean of six different experiments ± 
SD. **, p < 0.01, ****, p < 0.0001. 
 
We next established whether increased mRNA production or CCR7 expression correlate with 
CCR7 functionality in MM-1 cells. MM-1 cells were treated with TLR agonists for 24 h 
before migration through polycarbonate filters for 4 h. The chemotaxis assay results showed 
that only LPS increased MM-1 cell migration in response to CCL19 and CCL21, both of 
which are natural ligands for CCR7 (43% and 35% respectively) (Figure 2). The activation of 
TLR1/2 barely increased the migration of MM-1, but data are not significant compared to 
untreated cells, whereas TLR9 agonist did not affect the specific migration of MM-1 cells in 
response to CCL19 or CCL21. For all chemotaxis assays, we confirmed the specificity of 
migration by incubating TLR-stimulated cells with a blocking antibody against human CCR7 
for 10 min prior to the migration assay. Blockade of CCR7 at the MM-1 cell surface 
completely abolished specific migration in response to CCL19 and CCL21 (data not shown). 
 
 
Figure 2. TLR4 activation modulates CCR7 functionality in the MonoMac-1 (MM-1) cell 
line. Chemotaxis assays using 300 ng/ml CCL19 or CCL21 were performed on MM-1 cells 
treated with TLRs agonists for 48 h. The mean number of spontaneously migrated cells 
(migration in response to media alone) was subtracted from the number of cells that migrated 
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in response to CCL19 or CCL21. Data represent the mean of five different experiments ± SD. 
***, p < 0.001.  
 
3.2 TLR4 activation upregulates CCR7 functionality in freshly isolated human 
monocytes 
 
To further investigate the effects TLR activation on CCR7 expression in monocytes, we 
repeated this series of experiments with freshly isolated human blood monocytes. Monocytes 
were incubated in the presence or absence of PAM3CSK4, LPS, and CpG 
oligodeoxynucleotides, and CCR7 cell surface expression was analyzed by flow cytometry as 
well as CCR7 functionality by chemotaxis assays (Figure 3). In human blood monocytes, only 
TLR4 activation increases CCR7 expression relative to untreated cells (4%; Figure 3A). 
Interestingly, and unlike the effect observed in the MM-1 cell line, migration assays revealed 
that human monocytes stimulated with LPS migrate in response to CCL19 only (10%) (Figure 





Figure 3. TLRs agonists effects on CCR7 expression and functionality in blood 
monocytes (A) CCR7 surface expression was evaluated by FACS following a 48-h treatment 
with TLR agonists. Data represent one out of eight different donors. (B) Histograms showing 
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the mean of the percentage of positive cells and MFI (n = 8). C) Chemotaxis assays to 300 
ng/ml CCL19 or CCL21 were performed on freshly isolated blood monocytes treated with 
TLR agonists for 48 h. The mean number of spontaneously migrated cells (migration to media 
alone) was subtracted from the number of cells that migrated in response to CCL19 or CCL21. 
The experiment was performed with seven different healthy donors. ***, p < 0.001, ****, p < 
0.0001. 
 
3.3. TLR4 activation increase monocyte transmigration toward CCL19 through an in 
vitro model of the human blood-brain barrier 
We have optimized a two-dimensional model of the human BBB using primary HBMECs and 
NHAs. The functionality of the BBB was confirmed by determining the TEER value (Figure 
4). The proportion of monocytes that specifically migrated was 0.3% in the co-culture model; 
this was lower than the proportion that migrated through the filter alone (3.6%). MM-1 cells as 
well as human monocytes were stimulated with PAM3CSK4, LPS and CpG 
oligodeoxynucleotides for 48 h and then subjected to the transmigration assay. In accordance 
with the migration assay, data obtained with the MM-1 cell line and human blood monocytes 
showed that stimulation with TLR1/2 and TLR9 agonists did not affect transmigration in 
response to CCL19 (data not shown). However, the TLR4 agonist significantly modulated the 
transmigratory potential of MM-1 cells as well as human monocytes in response to CCL19 




Figure 4. Transmigration through BBB of monocytes in response to CCL19. MonoMac-1 
(MM1) cells and blood monocytes were treated with the TLR4 agonist and subjected to 
transmigration assays. TEER of the co-culture was evaluated by subtracting the TEER of the 
blank filter and NHA. The percentage of specific migration in response to CCL19 was 
evaluated using an insert without the primary cells (HBMECs and NHAs) as well as the BBB 
model composed of HBMECs and NHAs (n = 3 for MM-1 cells and n = 7 for donors). ***, p 






Monocyte infiltration is a hallmark of CNS inflammation. Unbalanced and poorly controlled 
migration and effector functions of these cells may result in immune-mediated pathology, 
resulting in tissue damage and destruction. Therefore, it is of high importance to understand 
the processes driving monocyte recruitment in the CNS. Here, we provided, for the first time, 
evidence that CCR7-dependent migration is activated following TLR4 stimulation of 
monocytes.  
 
In this study, we showed that although CCR7 mRNA levels are upregulated following 
treatment with TLR4, there was no change in the cell surface expression of CCR7 in 
monocytes. Other studies have shown that the enhanced migration of DCs and monocyte-
derived DCs (MoDCs) in response to prostaglandin E2 is mediated through an unknown 
mechanism that does not depend on the level of CCR7 expression [25-26]. Thus, our results in 
monocytes are consistent with those observed by other groups in DCs. In addition, flow 
cytometry analyses were also performed in TLR4-induced monocytes to detect intracellular 
changes in CCR7 protein expression (data not shown). However, no changes in expression 
were detectable. However stimulation with TLR1/2 and 9, which results in a slight increase in 
CCR7 mRNA, modulates CCR7 expression at the cell surface. 
 
Our results demonstrate that TLR4-stimulated monocytes are able to strongly migrate in 
response to CCR7 natural ligands, whereas specific migration in response to CCL19 or CCL21 
does not seem to be affected by TLR1/2 and TLR9 agonists. However, in freshly isolated 
monocytes, migration was more effective in response to CCL19 than to CCL21 after TLR4 
agonist treatment. This result can be explained by the fact that CCL19 binds with slightly 
higher affinity than CCL21 to human CCR7 [27, 28]. In addition, CCL19 appears to be more 
potent at low concentration, even though both ligands induce Ca2+ mobilization, chemotaxis, 
and integrin-mediated adhesion [27, 28]. Also, sequential stimulation with both ligands led to 
cross-desensitization of CCR7, but CCL19 was found to be more effective than CCL21 [27, 
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29, 30]. Together, our results demonstrate that TLR4 activation of blood monocytes 
profoundly affects monocyte migration in response to CCL19 and CCL21, but further studies 
are required to understand the exact mechanisms involved. 
 
It has been shown that monocytes can pass through the BBB [31]. Moreover, CCL19 is known 
to be constitutively expressed in the CNS [17] or upregulated during inflammation, infection, 
and cancer [32,33]. Thus, we tested whether TLR4-stimulated monocytes can migrate toward 
CCL19 through an in vitro model that mimics the human BBB. We have developed an 
optimized in vitro human BBB model using HBMECs and NHAs that can serve as a standard 
system for human monocyte transmigration assays in the CNS. Our results clearly show that 
MM-1 cells as well as blood monocytes that are stimulated with the TLR4 agonist can cross 
the BBB in response to CCL19. 
 
Monocytes may contribute to the pathogenesis of bacterial infections and neurodegenerative 
diseases by their massive accumulation in the brain. Understanding the molecular mechanisms 
of monocyte trafficking in the presence of bacterial products will help the development of new 
therapeutic strategies to prevent the deleterious consequences of monocyte infiltration at the 
sites of chronic inflammation in vivo. 
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Les TLR sont des récepteurs activés par une grande diversité de composants microbiens et 
jouant un rôle majeur dans l’immunité innée et le développement de l’immunité adaptative 
(Hashimoto et al., 1988 ; Lemaitre et al., 1996). Les TLR1/2, TLR4 et TLR9 sont activés par 
les composants bactériens et sont exprimés par les monocytes (Hornung et al., 2002 ; 
Dolganiuc et al., 2006). Les monocytes sont des cellules dérivées de la moelle osseuse 
circulant dans les vaisseaux sanguins durant environ 24 à 36 h avant d’être recrutés dans les 
tissus en inflammation. (Ellermann-Eriksen et al., 2005 ; Kumar & Jack, 2006). Le récepteur 
CCR7 tient un rôle majeur dans la migration des monocytes en réponse aux chimiokines 
CCL19 et CCL21 (Côté et al., 2009 ; Campbell et al., 2001). L’expression du récepteur CCR7 
peut être modulée par l’agoniste de TLR4 chez les cellules dendritiques (van Helden et al., 
2010). Toutefois, aucune information n’est disponible quant à l’effet des agonistes de TLR à 
reconnaissance bactérienne sur la migration CCR7-dépendante des monocytes.  
 
 
En premier lieu, nous avons vérifié si l’activation des TLR1/2 par des peptidoglycanes 
(composé antigénique propre aux bactéries à Gram +), TLR4 par les LPS (composé 
antigénique propre aux bactéries à Gram -) et TLR9 (acides nucléiques d’origines 
bactériennes) module la transcription d’ARNm codant pour CCR7. Les essais de PCR en 
temps réel effectués chez la lignée cellulaire MONO-MAC-1 révèlent que l’activation des 
TLR1/2 et TLR4 par des composés bactériens augmente le niveau d’ARNm codant CCR7 
présent chez les MONO-MAC-1 et ce de façon optimale après 12h de traitement (4 fois et 11 
fois plus respectivement) (Figure 1.A., Article 2). Ces résultats suggèrent que le LPS, un 
composant caractéristique des bactéries à Gram -, affecte davantage la transcription de CCR7 
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Par la suite, nous avons vérifié si l’ARNm codant pour CCR7 était traduit en protéine de 
surface. Des essais de cytométrie de flux effectués avec les MONO-MAC-1 démontrent que 
l’activation des TLR1/2 et TLR9 augmente le niveau d’expression de CCR7 à la surface 
cellulaire (Figure 1.B. et 1.C., Article 2). Par contre, la quantité importante d’ARNm codant 
CCR7 transcrit après un traitement de 12h au LPS n’est pas traduite en protéine que ce soit en 
surface ou de façon intracellulaire, après 24 ou 48h de traitement. Ce résultat suggère que la 
grande quantité d’ARNm produit suite à l’activation de TLR4 ne semble pas traduite en 
protéines ou que ces protéines sont en voies de dégradation ou déjà dégradées possiblement 
suite à des mécanismes de régulation. Plusieurs mécanismes post-transcriptionels sont 
impliqués dans l’expression à la surface des lymphocytes T et des cellules dendritiques 
(Schaeuble et al., 2011 ; Comerford et al., 2013). De plus, la présence d’une variété de 
cytokines ou l’activation du TCR agissent dans la régulation de CCR7 chez les lymphocytes T 
(Schaeuble et al., 2011). Une courte activation des TCR promeut l’expression de CCR7 et 
l’activation de ce dernier, alors qu’une activation prolongée des TCR inhibe l’expression de 
CCR7 (Schaeuble et al., 2011). Or, les molécules impliquées dans la régulation de CCR7 chez 
les monocytes demeurent un sujet peu connu. Des études ont démontré que la migration des 
cellules dendritiques et des cellules dendritiques dérivées de monocytes est modulée en 
réponse à la prostaglandine E2 via un mécanisme encore inconnu non-dépendant du niveau 
d’expression de CCR7 (Legler et al., 2006; Muthuswamy et al., 2010). Nos résultats avec les 
monocytes traités avec des LPS concordent avec ceux obtenus pas les équipes de 
Muthuswamy (2010) avec les CD. Des essais similaires effectués avec des monocytes 
sanguins prélevés de donneurs sains démontrent, contrairement au MONO-MAC-1, que 
l’agoniste de TLR4 augmente quelque peu le pourcentage de cellules exprimant CCR7 (Figure 
3.A. et 3.B., Article 2).  
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Des essais de chimiotaxie ont été réalisés avec les MONO-MAC-1 et les monocytes sanguins 
traités ou non avec les agonistes des TLR1/2, TLR4 et TLR9 pendant 48h. Pour les deux types 
de monocytes, l’activation des TLR1/2 et TLR9 ne module pas la migration des cellules 
envers CCL19 ou CCL21 (Figure 2 et 3.C., Article 2). Or, l’activation de TLR4 par des LPS 
augmente la capacité migratoire des deux types cellulaires envers CCL21, et encore plus 
envers CCL19. Chez la lignée des MONO-MAC-1, un mécanisme engendré par l’activation 
des TLR4, autre que le niveau d’expression de CCR7, affecte la fonctionnalité de CCR7 à la 
surface des cellules puisque les résultats des essais de chimiotaxie démontrent que le LPS 
accentue la migration CCR7 dépendante. Un traitement des MONO-MAC-1 avec les LPS 
affecte donc soit l’expression en surface de CCR7 ou sa fonctionnalité via diverses autres 
façons. Il a été démontré que les LPS promeuvent l’expression de molécules pro-
inflammatoires (Rossol et al., 2011 ; Guzzo et al., 2012) et celles-ci mènent à une réduction de 
l’expression des GRK (Vron et al, 2006). Loniewski et son équipe (2008) ont démontré que 
l’activation de TLR4 par les LPS réduit l’expression de GRK6, lors de l’étape post-
transcriptionnelle, chez des macrophages humains. En absence de GRK6, l’arrestine ne sera 
pas recrutée afin de permettre l’internalisation du récepteur CCR7 et sa dégradation (Riol-
Blanco et al., 2005 ; Sanchez-Sanchez et al., 2006). La régulation de CCR7 perturbée par la 
diminution d’expression de GRK6 et l’incapacité du récepteur à être internalisé semblent 
promouvoir la migration des cellules. Les résultats obtenus concordent avec des travaux 
effectués avec les cellules dendritiques issues de monocytes, démontrant que les bactéries à 
Gram –, via les LPS, induisent une migration plus accrue envers CCL19 et CCL21 que les 
bactéries à Gram + (van Helden et al., 2010). Nos résultats prouvent que ce phénomène est 
observable chez les monocytes et que les acides nucléiques microbiens, non-combinés à 
d’autres agonistes des TLR, ne modulent pas la migration des monocytes via CCR7. La 
migration plus élevée envers CCL19 que CCL21 concorde avec divers travaux démontrant que 
CCR7 détient une meilleure affinité pour CCL19 que CCL21 (Yoshida et al. 1997 ; Ott et al., 
2006 ; Campbell et al., 1998). La chimiokine CCL19 a la capacité d’activer CCR7 à une plus 
basse concentration que CCL21 (Ott et al., 2006 ; Campbell et al., 1998). Aussi, une 
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activation séquentielle par CCL19 mène à une désensibilisation de CCR7 plus efficace que 
CCL21 (Bardi et al., 2001 ; Sullivan et al., 1999).  
 
 
Nos résultats visent à mieux comprendre l’implication des TLR non seulement lors d’une 
première réponse immune suite à une infection bactérienne, mais aussi dans la migration des 
monocytes dans le cas d’infections chroniques. Lors d’une infection bactérienne Gram -, les 
LPS activent les TLR4 des monocytes provoquant ainsi la sur-expression de CCR7 et 
favorisent la migration des ces dernières vers les ganglions lymphatiques (Randolph et al., 
1999). En ces lieux, les monocytes peuvent se différencier en cellules dendritiques (Randolph 
et al., 1999) mais aussi effectuer une présentation croisée d’antigène aux cellules dendritiques 
(Randolph et al., 2008). L’augmentation du niveau d’expression de CCR7, suite à un 
traitement avec des LPS, entraine également la migration des monocytes vers les tissus en 
inflammation afin de se différencier en cellules dendritiques ou macrophages (Randolph et al., 
2008; Leon & Ardavin, 2008). La sur-expression de CCR7 permettant une migration plus 
accrue de monocytes par chimiotactisme pourrait aussi être responsable de la dissémination de 
plusieurs pathogènes, surtout lors de dépression majeure (Maes et al., 2008) ou d’infections 
virales (Shan & Siliciano, 2014 ; Williams et al., 2012 ; Maslin et al., 2005) et bactériennes 
chroniques (Young et al., 2002).  
 
 
Effectivement, diverses maladies et infections chroniques provoquent la translocation de LPS 
de l’intestin vers le système sanguin. Il en résulte une présence systémique constante de LPS 
et donc à une activation du système immunitaire et d’inflammation chronique contribuant au 
développement de plusieurs maladies (Shan & Siliciano, 2014 ; Young et al., 2002). Dans le 
cas présent de maladies chroniques, les LPS activent constamment les TLR4 des cellules 
immunitaires. Ainsi, les monocytes dont les TLR4 ont été activés par les LPS sur-expriment 
CCR7 et leur migration accentuée pourrait être responsable de la présence de cellules infectées 
dans des tissus sécrétant une grande quantité de chimiokines. Par exemple, lors d’infection au 
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virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1), des monocytes infectés se retrouvent 
dans différents organes normalement protégés (Shan & Siliciano, 2014 ; Williams et al., 
2012 ; Maslin et al., 2005). L’établissement de nouveau réservoir viral se produit surtout lors 
de la phase chronique où les LPS se retrouvent de façon systémique et cela contribue à la 
réplication du virus et à l’évolution de la maladie (Shan & Siliciano, 2014 ; Williams et al., 
2012 ; Maslin et al., 2005). Plusieurs chercheurs ont démontré les effets divers de bactéries 
intracellulaires sur la migration des monocytes. Dellacasagrande et al. (2000) ont démontré 
qu’une infection par Coxiella bornetii, une bactérie pathogène intracellulaire, réduisait la 
migration transendothéliale des monocytes infectés. Une infection intracellulaire de bactéries à 
Gram-négatif comme Chlamydia pneumoniae (Molestina et al., 1999), Yersinia enterocolitica 
Serotype O:3 (Wuorela et al., 1999), Salmonella enterica serovar Typhimurium (Rydström & 
Jo Wick, 2009) et Rickettsia conorii (Dignat-George et al., 1997) accentue la migration 
transendothéliale de diverses façons. Les résultats que nous démontrons quant à l’implication 
des TLR4 sur la migration CCR7 dépendante pourraient expliquer en partie la migration 
accrue des monocytes infectés par des bactéries à Gram-négatif intracellulaires.  
 
 
Lors d’infection et d’inflammation chronique, la sécrétion de chimiokine se fait plus 
importante au sein de tissus spécifiques. Le SNC, en autres, sécrète diverses chimiokines dont 
les ligands naturels spécifiques à CCR7, CCL19 et CCL21 (Alt et al., 2002 ; Columba-
Cabezas et al., 2003). En effet, la BHE du SNC sécrète ces deux chimiokines de façon 
naturelle et cette expression est augmentée lors d’infection ou de condition inflammatoire 
(Krumbholz et al., 2007 ; Alt et al., 2002 ; Columba-Cabezas et al., 2003 ; Holman et al., 
2011). La BHE isole physiquement le SNC du reste de l’organisme, dont le système sanguin et 
constitue un élément clé dans la protection du SNC de par sa faible et relative perméabilité. 
Elle est constituée principalement de cellules endothéliales, des prolongements astrocytaires, 
de la lame basale et des péricytes (Ballabh et al., 2004). La stabilité de la BHE peut être 
modifiée dans des conditions extrêmes ou pathologiques. Lors d’inflammation, l'ouverture des 
jonctions serrées peut conduire à un œdème cérébral (Huber et al., 2001). Aussi, certaines 
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bactéries sont capables de passer à travers la BHE via la circulation sanguine et se rendre au 
SNC tout en respectant l’intégrité de la BHE (Stins et al., 2001). La sécrétion constitutive de 
CCL19 par le SNC joue un rôle d’immunosurveillance critique chez une personne en santé, 
mais une production aberrante peut contribuer au développement de certaines maladies (Lalor 
& Segal, 2010 ; Bielecki et al., 2015). En effet, l’expression endogène de CCL19 est 
responsable du déplacement de plusieurs cellules immunitaires au sein des divers organes. 
Cela permet la présence de cellules immunitaires en tant que première réponse immunitaire 
dans le cas d’un début d’infection. De plus, cela permet la migration de lymphocytes T dans le 
thymus et des lymphocytes T et B vers les organes lymphoïdes secondaires (Ueno et al., 
2002). Le déplacement des lymphocytes T et des cellules dendritiques dans les ganglions 
lymphatiques est essentiel au processus d’activation des lymphocytes T (Ueno et al., 2002 ; 
Kwan & Killeen, 2004). Lorsque l’homéostasie est dérégulée et que CCL19 est sur-exprimé 
au niveau de différents tissus ou organes, cela entraine le développement des maladies. Par 
exemple, une sur-expression de CCL19 par les parois artérielles crée un recrutement important 
de monocytes suivi de l’adhésion de ces derniers (Cai et al., 2014). Ce phénomène détient un 
rôle important dans le développement de la maladie des artères coronaires (Cai et al., 2014). 
Un phénomène similaire est responsable du développement de la maladie de l’artère carotide 
(Dahl et al., 2012) et de l’établissement de réaction auto-immune chronique ainsi que de 
tumeurs du SNC (Lalor & Segal, 2010 ; Bielecki et al., 2015). Aussi, chez des patients atteints 
d’une infection bactérienne (Fevang et al., 2009) ou virale chronique, comme le VIH-1 
(Damas et al., 2012) on retrouve une quantité importante de CCL19 exprimé par le SNC. Cela 
provoque la migration et la mobilisation des monocytes infectés dans la région du SNC, 
contribuant ainsi au développement de maladies neurologiques (Ghosh et al., 2011 ; Cucullo 
et al., 2007). Le développement de modèle in vitro de BHE devient nécessaire afin d’étudier et 





Dans cette optique, nous avons établi une nouvelle méthode optimisée de la construction d’une 
barrière hématoencéphalique in vitro et démontré sa fonctionnalité afin d’y effectuer des essais 
de transmigration de monocytes sanguins. La méthode de base inspirée de Persidsky et al. 
(1999) et Ifergan (2008) a été modifiée afin de minimiser la quantité de cellules, de matériaux 
et réactifs nécessaires à l’établissement de la BHE. Cette étude démontre également que la 
BHE obtenue avec cette nouvelle méthode détient une perméabilité près de la réalité, que la 
BHE est fonctionnelle en présence de substances xénobiotiques et de molécules pro-
inflammatoires et aussi que ce modèle est apte à être utilisé pour des essais de transmigration 
avec des monocytes sanguins.  
 
 
Certains modèles de barrière in vitro sont construits à partir d’une monoculture de HBMEC 
(de l’anglais « human brain microvascular endothelial cell »), mais les modèles plus récents 
sont faits à partir d’une co-culture de HBMEC et NHA (de l’anglais « Normal human 
astrocyte »). Nous avons d’abord établi la concentration de cellules et le temps de co-culture 
idéale au modèle de la BHE (Figure 2, Article 1) et par la suite nous avons évalué l’effet d’une 
mono-culture seule ou d’une co-culture sur la résistance transépithéliale (Figure 4, Article 1), 
une mesure de la conduction ionique à travers la BHE. Le TEER est une donnée représentative 
de la perméabilité de la BHE et donc de la sélectivité du modèle. Généralement un TEER 
élevé représente une BHE sélective avec plusieurs jonctions serrées (Vannucci et al., 1997 ; 
Brightman & Reese, 1969).  
 
 
La figure 2 (Article 1) démontre qu’une utilisation excessive de NHA et HBMEC ne semble 
pas être idéal à la formation d’une BHE fonctionnelle. Le TEER idéal d’environ 230 Ω cm2 est 
atteint avec une concentration de 1x105 cellules/ml pour chacun des types cellulaires (Figure 
2.A., Article 1). Pour chacune des concentrations de NHA et HBMEC, 200 µl (0,2 x105 
cellules) ont été utilisés pour former la BHE dans un insert contenant une aire de surface de 
0,336 cm2. Ainsi, il semblerait qu’une concentration trop élevée de cellules ne permet pas 
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nécessairement la formation d’une BHE fonctionnelle. La quantité trop élevée pour l’espace 
d’insert disponible peut nuire à l’adhérence des cellules et aussi mène à une acidification trop 
rapide du milieu de culture. Le TEER optimal est obtenu après 6 jours de co-culture. Ainsi, le 
sixième jour de co-culture est le moment idéal pour effectuer des expériences avec la BHE car 
après ce jour, une décroissance du TEER est remarquée et concorde avec la sénescence rapide 
des HBMEC. Les mesures de TEER ont donc démontré que le modèle de la BHE in vitro était 
optimal à une concentration de 1x105 cellules/ml de NHA et HBMEC ainsi qu’a un temps de 
co-culture de 6 jours.  
 
 
Les TEER obtenues de la monoculture de HBMEC (133 ± 6 Ω cm2) et de NHA (87 ± 11 Ω 
cm2) sont nettement inférieurs à celui obtenu de la co-culture (229 ± 60 Ω cm2) (Figure 3, 
Article 1). Ces valeurs sont très près de celles estimées par Deli en 2007 comme étant une 
valeur de TEER appropriée pour une monoculture de cellules endothéliales microvascularisées 
du cerveau humain (20 à 200 Ω cm2) et par Kuo et Lu en 2011 pour une co-culture de 
HBMEC/NHA humains (230 Ω cm2). Les jonctions serrées effectuées par les HBMEC créent 
une résistance transépithéliale plus élevée que celle obtenue par les jonctions GAP et jonctions 
d’ancrages effectuées entre les NHA ((Orte et al., 1999 ; Vannucci et al., 1997 ; Brightman & 
Reese, 1969). Cela démontre le rôle clé des HBMEC dans la formation d’une BHE serrée et 
sélective. C’est principalement grâce aux deux types de jonctions qui se forment entre deux 
cellules endothéliales adjacentes : les jonctions adhérentes (JA) et les jonctions serrées (JS). 
Les JS et JA ont pour rôle de limiter la perméabilité de l’endothélium (Hawkins & Davis, 
2005). Le passage paracellulaire devient quasiment impossible par la présence de jonctions 
serrées entre les cellules endothéliales, à la surface apicale des membranes (Petty & Lo, 2002). 
 
 
Les JA sont constituées de cadhérines membranaires qui se lient au cytosquelette d’actine 
formant ainsi une ceinture continue qui permet de maintenir les cellules voisines attachées 
(Petty & Lo, 2002).Une JS est composée de protéines transmembranaires (occludines, 
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claudines et JAM (de l’anglais « Junctional adhesion molecules »)) qui sont reliées au 
cytosquelette d’actine par les protéines d’ancrages accessoires (Persidsky et al., 2006). Les JS 
peuvent être modifiées par plusieurs facteurs, comme la concentration extracellulaire en 
calcium, des conditions pathologiques et la phosphorylation de certaines des protéines les 
constituant (Zlokovic & Apuzzo, 1998 ; Persidsky et al., 2006).  
 
 
La reconstitution d’une barrière avec seulement les HBMEC (Lai & Kuo, 2005 ; Ramsauer et 
al., 2002 ; Abbott et al., 2002) ne permet pas l’obtention d’un nombre critique de facteurs qui 
sont nécessaires au développement d’une BHE aux propriétés in vitro proches de celles 
observées in vivo. L’absence de stimuli physiologiques naturels produit lors des interactions 
entre les HBMEC et NHA semble limiter la perméabilité de la BHE comme le démontrent les 
résultats de TEER mentionnés précédemment (Godlstein, 1988). 
 
 
L’utilisation d’un insert avec une membrane poreuse permet l’échange de nutriments et le 
passage de substances exogènes entre les HBMEC et NHA. En effet, la membrane contient 
des pores de 3 μm ce qui permet l’échange des substances nutritives ainsi que la 
communication entre les deux types cellulaires. Ces conditions créent un environnement 
proche de la réalité sans pour autant permettre le passage des cellules entières d’une chambre à 
l’autre vu la taille des cellules par rapport à la taille des pores de la membrane. Les 
interactions entre les deux types cellulaires aident, tant in vitro qu’in vivo, à déterminer la 
fonction, la morphologie, la perméabilité et l’expression de protéines de la BHE (Beck et al., 
1984 ; Arthur et al., 1987).  
 
 
Les HBMEC sont des cellules hautement purifiées dont la méthode d’isolement à partir des 
tissus natifs est très complexe. La tâche ardue d’extraction et de purification de ces cellules se 
reflète dans les prix affichés par les compagnies (Naik & Cucullo, 2012). De plus, les HBMEC 
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entrent en sénescence après seulement quelques divisions cellulaires, d’où l’importance de les 
cultiver correctement et de les utiliser rapidement. Étant des cellules primaires, les NHA et 
HBMEC sont plus coûteuses et plus fastidieuses à cultiver que les lignées cellulaires. Par 
contre, les cellules primaires offrent un modèle supérieur concernant l’étude 
pathophysiologique et développementale de la BHE (Naik & Cucullo, 2012). Aussi, 
l’utilisation de cellules primaires d’origine humaine donne une représentation de la BHE plus 
précise pour l’étude de maladies neurologiques impliquant des dysfonctions de la BHE (Ghosh 
et al., 2011 ; Cucullo et al., 2007). Le modèle de la BHE in vitro est optimal en co-culture à 




Par la suite, les essais de transmigration des monocytes ont également confirmé, en 
concordance avec les mesures de TEER, que le modèle de BHE effectué était intact et 
imperméable (Figure 4, Article 1). Le taux de migration spontanée des monocytes est 
significativement inférieur à travers la co-culture (0,18%) que celui obtenu à travers l’insert 
sans culture (2,01%) ou d’une monoculture de HBMEC (1,14%) et NHA (0,89%) (Figure 
4.A., Article 1). La barrière en co-culture est beaucoup plus étanche et ne laisse passer 
pratiquement aucun monocyte comparativement à la monoculture. Contrairement à la théorie 
selon laquelle les jonctions serrées entre les HBMEC seraient plus étanches que les GAP entre 
les NHA (Vannucci et al., 1997 ; Brightman & Reese, 1969), la monoculture de HBMEC 
semble laisser passer un pourcentage plus élevé de monocytes que la monoculture de NHA. 
Par contre, il est seulement possible de remarquer une tendance puisque ces données ne sont 
pas significatives entre elles. Aussi, les valeurs de pourcentage de migration obtenues 
concordent avec celle de TEER (Figure 5, Article 1). Finalement, la migration spécifique 
envers CCL19 a été effectuée et les résultats confirment que la formation d’une BHE serrée et 
fonctionnelle limite la migration spécifique des monocytes sanguins (Figure 4.B., Article 1). 
En effet, le pourcentage de migration spécifique envers CCL19 passe d’environ 4% à 0,5% 
avec la présence de la BHE. Aussi, la migration spécifique est réduite par la présence des 
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NHA, encore plus par la présence des HBMEC, et celle de la BHE en co-culture est 
significativement plus basse que les cellules primaires en monoculture.  
 
 
En 2009, il a été démontré par Côté et al., qu’un traitement des monocytes sanguins avec de la 
PGE2 modulait la fonctionnalité de CCR7, favorisant ainsi la migration des monocytes envers 
CCL19. Ainsi, un traitement identique a été fait avec les monocytes sanguins, soit 24h en 
présence de 1µM de PGE2 à 37°C, et des essais de migration à travers le modèle de BHE 
démontrent que l’augmentation du niveau d’expression de CCR7 menait à un pourcentage de 
transmigration plus élevé à travers la BHE (15%) (Figure 4.B., Article 1). Cette expérience 
démontre l’implication de la PGE2 dans la transmigration des monocytes CCR7-dépendante à 
travers la BHE et donc de l’implication de l’inflammation dans la présence accrue de 
monocytes dans le SNC. L’expérience de transmigration avec des monocytes sanguins traités 
avec une molécule connue pour augmenter l’expression de CCR7, la PGE2, ainsi que les 
mesures de TEER démontrent que le modèle de BHE in vitro établi est bel et bien fonctionnel 
et apte à être utilisé pour des essais de transmigration avec des monocytes.  
 
 
Le modèle de la BHE étant bien établi, des essais de transmigration de MONO-MAC-1 et de 
monocytes sanguins traités ou non avec l’agoniste de TLR4 ont été effectués. Ainsi, nos 
résultats démontrent que l’activation des TLR4 contribue à la transmigration des MONO-
MAC 1 (23%) et des monocytes sanguins (51%) envers CCL19 à travers le modèle in vitro de 
la BHE (Figure 4, article 2). Aussi, les résultats démontrent que les MONO-MAC-1 et les 
monocytes sanguins traités avec des LPS migrent en plus grande quantité vers la chimiokine 
CCL19 et ce avec ou sans la présence de la BHE. Cela démontre aussi que pour les MONO-
MAC-1, traités ou non avec l’agoniste de TLR4, ainsi que pour les monocytes sanguins non-
traités, la présence de la BHE limite le passage des cellules vers la chambre du bas contenant 
la chimiokine CCL19. Ces résultats concordent avec l’imperméabilité de la BHE et les 
mesures de TEER représentant cette étanchéité (41 Ω cm2 sans BHE et 180 Ω cm2 avec BHE). 
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À l’inverse de la lignée MONO-MAC-1, les monocytes sanguins traités avec des LPS migrent 
davantage en réponse à CCL19 lorsqu’une BHE est présente (51%) versus le filtre de l’insert 
sans BHE (10%). Autrement dit, les résultats de migration à travers la BHE (Figure 4, Article 
1) concordent avec ceux obtenus sans BHE (Figure 2 et 3.C., Article 1), démontrant par le fait 
même que la présence de la BHE imperméable et des molécules sécrétées par celle-ci in vitro 
limitent quelque peu la transmigration des monocytes non-traités sans pour autant limiter 
totalement le passage de monocytes traités ou non avec des agonistes des TLR. Il s’avère 
même que cette migration spécifique CCR7-dépentante de monocytes sanguins traités avec 
l’agoniste de TLR4 est plus élevée lors d’essais de transmigration que des essais de migration 
sans la BHE. Ces résultats pourraient être expliqué du fait que le modèle in vitro de la BHE 
sécrète probablement des composants, comme des chimiokines ou molécules pro-








Cette étude a été menée afin de mieux comprendre l’implication des TLR dans la réponse 
immunitaire, face à des pathogènes bactériens, via la modulation de la migration CCR7-
dépendante des monocytes. Ainsi, les résultats suggèrent que l’activation de TLR4, par les 
LPS issus de bactéries à Gram -, augmente l’expression de CCR7 à la surface des monocytes 
et accentue leur migration en réponse à CCL19 et CCL21. Ces résultats soulignent le rôle des 
récepteurs TLR4 dans une réponse immunitaire rapide impliquant les monocytes lors du 
premier stade de l’infection ainsi que son rôle dans la transmigration CCR7-dépendante des 
monocytes à travers la BHE, en réponse à CCL19 (Figure 7). Cela pourrait aussi expliquer en 
partie la hausse de migration de cellules infectées par des bactéries à Gram – intracellulaires 
remarquée par Molestina et al., (1999), Wuorela et al., (1999), Rydström & Jo Wick (2009) et 
Dignat-George et al., (1997). L’activation des TLR1/2 par des composants de bactéries à 
Gram + ainsi que l’activation des TLR9 par des molécules d’ADN simple brin spécifiques aux 
microbes, ne module pas l’expression de CCR7 aux temps et aux concentrations utilisés.  
 
 
Bien que cette étude ait été accomplie avec un modèle pouvant imiter la BHE, la réalisation de 
nos objectifs nous a permis de mettre en évidence que la BHE in vitro n’empêchait pas la 
migration des monocytes sanguins vers CCL19. En effet, les monocytes traités avec des LPS 
migraient même davantage à travers le modèle de la BHE pour se rendre vers la chambre du 
bas contenant la chimiokine spécifique à CCR7. Ce résultat démontre que le modèle de la 
BHE ne sécrète pas de molécules empêchant la migration des monocytes traités ou non et que 
ces derniers sont capables de passer à travers une BHE très serrée et sélective. Ces résultats 
pourraient expliquer le passage accru de monocytes infectés par des bactéries à Gram- vers le 
SNC lors d’infection ou de maladie chronique.  
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Cette étude est un complément aux autres travaux se penchant sur l’implication des TLR dans 
la migration de divers types cellulaires. Enfin, nos résultats proposent une implication des 
TLR dans la migration d’un nombre important des monocytes lors du stade initial d’une 
infection à bactéries Gram -, permettant ainsi le déplacement des monocytes tant vers les 
ganglions que vers les tissus infectés afin de se différencier en macrophages ou cellules 
dendritiques. Aussi, cela expliquerait en partie l’implication des TLR dans la migration des 
monocytes infectés vers divers organes sains dans le développement de la maladie dû à la 
répartition systémique du pathogène. Plus précisément, le rôle des TLR dans le passage accru 





Figure 7 : L'activation de TLR4 augmente l'expression de CCR7 et module la 
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